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“It’s a dangerous business going out your door. 
You step onto the road, and if you don’t keep your feet, there’s no knowing, 
where you might be swept off to.”
J.R.R. Tolkien, The Lord of the Rings – The Fellowship of the Ring, 1954 
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A. EINLEITUNG 
Die Detektion von Reizen aus der Umwelt ist für die Aufrechterhaltung der körpereigenen 
Homöostase und den Schutz vor schädlichen Einflüssen unerlässlich. Zu diesen externen 
Reizen zählen unter anderem thermische, mechanische und chemische Stimuli, welche 
auch als schmerzhaft wahrgenommen können. Für die Wahrnehmung dieser sind vor 
allem Kanäle aus der TRP-Familie (transient receptor potential) von Bedeutung, die von 
primären afferenten Neuronen sowohl in deren peripheren freien Nervenendigungen, wie 
auch in den Zellkörpern in den Spinalganglien und den zentralen Endigungen im 
Dorsalhorn des Rückenmarks exprimiert werden. Dort findet eine synaptische 
Übertragung auf sekundäre afferente Neurone statt, welche Informationen über 
aufsteigende Bahnen in das Gehirn leiten, wo dann unterschiedliche Verschaltungen zur 
bewussten Wahrnehmung der Reize oder zu unbewussten Regulationsmechanismen 
führen. Für die Regulation des Temperaturhaushaltes spielt die Region des Nucleus 
preopticus medianus (MnPO) im Hypothalamus eine entscheidende Rolle. Hier werden 
eingehende Reize auf  Neurone übertragen, die zum efferenten thermoregulatorischen 
System zählen. Diese sind in der Lage, bestimmte thermoregulatorische Mechanismen 
wie zum Beispiel Muskelzittern, Aktivierung des braunen Fettgewebes, Schwitzen und 
Beeinflussung des Gefäßdurchmessers in Gang zu setzen. Dadurch kann die 
Körpertemperatur auf einem konstanten Level gehalten werden. Hierbei spielen nicht nur 
thermische Informationen aus der Peripherie eine Rolle, sondern auch aus dem Bereich 
des zentralen Nervensystems, wie dem Rückenmark und dem Hypothalamus selbst. 
Detaillierte Erläuterungen zur Detektion und Verschaltung thermischer und noxischer 
Reize sind in der Literaturübersicht im Abschnitt 1 zusammengestellt. 
Im Rahmen von Entzündungen und Verletzungen kann es zu einer veränderten 
Wahrnehmung von Reizen kommen. Dabei werden nicht schmerzhafte Stimuli als 
schmerzhaft wahrgenommen (Allodynie) oder es kommt zur Verstärkung schmerzhafter 
Reize (Hyperalgesie). Hierbei sind verschiedene inflammatorische Mediatoren, wie z.B. 
Zytokine und Prostaglandine, von Bedeutung. Sie sind in der Lage, Schmerz- oder 
Thermo-Rezeptoren entweder selbst zu stimulieren oder über G-Protein gekoppelte 
Rezeptoren intrazelluläre Signalwege zu aktivieren, die über transkriptionale, 
translationale oder posttranslationale Mechanismen zu einer Verstärkung der 
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Reizwahrnehmung führen. Diese Sensibilisierung hat pathophysiologisch eine Schutz- 
bzw. Schonfunktion. Der geschädigte Bereich soll dabei besonders sensibel auf Reize aus 
der Umwelt reagieren. Mit dem Abklingen der Entzündung bzw. Ausheilen der 
Verletzung geht auch die Überempfindlichkeit auf bestimmte Reize in der betroffenen 
Region zurück. Es kann jedoch insbesondere bei Verletzungen peripherer Nerven, aber 
auch durch verschiedene metabolische, toxische, infektiöse oder Medikamenten-
induzierte Ursachen zum Persistieren des Schmerzes kommen, wodurch dieser vom 
Krankheitssymptom selbst zur Erkrankung wird. Dieser chronisch persistierende 
Schmerz wird als neuropathischer Schmerz bezeichnet, wobei nach wie vor diskutiert 
wird, welche Faktoren dazu führen, dass der Schmerz fortbesteht. Insgesamt besteht 
großes Interesse daran, die Mechanismen der Sensibilisierung peripherer Nerven und die 
Rolle beteiligter inflammatorischer Mediatoren detaillierter aufzudecken, auch um neue 
Therapieansätze für Schmerzmittel zu finden. Auf welchen Wegen periphere Neurone 
sensibilisiert werden können, welche Mediatoren und Signalwege dabei eine Rolle 
spielen und welche therapeutischen Ansatzpunkte sich dabei ergeben, ist im Abschnitt 2 
der Literaturübersicht zusammengefasst.  
 
Die zentralen Fragestellungen und Ziele der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt 
umreißen: 
 Zeigen Neurone in Primärzellkulturen von Spinalganglien der Ratte 
Zellantworten auf thermische und chemische Stimulationen? 
 Wie verändern sich die Zellantworten von Neuronen der Spinalganglien im Zuge 
einer simulierten Entzündung mittels Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulation? 
 Lassen sich nach LPS-Stimulation Veränderungen in der Genexpression 
bedeutender inflammatorischer Mediatoren sowie in der Freisetzung der Zytokine 
Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) und Interleukin 6 (IL-6) in die Überstände der 
Zellkulturen feststellen? Welche Zelltypen sind an deren Bildung beteiligt? 
 Lässt sich eine nukleäre Translokation von für die Neuroinflammation 
bedeutenden Transkriptionsfaktoren beobachten und welche Zelltypen sind 
hiervon betroffen? 
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 Welchen Einfluss hat eine pharmakologisch induzierte Reduktion von 
Makrophagen und Satellitenglia-Zellen auf die Primärzellkultur von 
Spinalganglien und deren Reaktion auf inflammatorische Stimulation? 
 Wie verändern sich Zellantworten einzelner Neurone sowie die Antwort auf 
inflammatorische Stimulation der Zellkultur im Gesamten nach Zugabe der in der 
Schmerztherapie eingesetzten Gabapentinoide Gabapentin und Pregabalin? 
 Lassen sich kalt- und warm-sensitive Neurone in Primärzellkulturen des MnPO, 
als zentraler Schaltstelle der Thermoregulation, auffinden? 
Literaturübersicht 
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B. LITERATURÜBERSICHT 
 
 Das afferente somatosensorische System 
 
Die Wahrnehmung von Reizen aus der Umwelt, wie thermischen, mechanischen, 
chemischen und noxischen Stimuli, ist für den menschlichen und tierischen Organismus 
von zentraler Bedeutung. Einerseits dient sie zum Schutz vor möglichen schadhaften 
Umwelteinflüssen, auf der anderen Seite können Informationen genutzt werden, um die 
körpereigene Homöostase aufrecht zu erhalten. Hierzu zählen neben der 
Thermoregulation zum Beispiel auch die Regulation des Blutdrucks, die Osmoregulation 
oder die Atmungsregulation. Um Veränderungen regulieren zu können, ist die 
Wahrnehmung von Reizen und deren anschließende Weiterleitung zu den zentralen 
Regulationszentren unerlässlich (Behrends et al. 2017). Im Folgenden soll sich hier auf 
das Temperatur- & Schmerzempfinden beschränkt werden. Thermische und noxische 
Reize werden durch freie Nervenendigungen in der Haut, aber auch in inneren Organen 
wahrgenommen. Hierbei spielen vor allem Kanäle der transient receptor potential (TRP)-
Familie eine wichtige Rolle (Clapham 2003). Diese detektieren Veränderungen der 
Temperatur bzw. schmerzhafte Stimuli, wie Hitze, bestimmte chemische Substanzen oder 
pH-Veränderungen und leiten die Information über afferente Fasern (Aδ- und C-Typ) 
zunächst in die Dorsalhörner des Rückenmarks (Laminae I & II, Substantia gelatinosa). 
Hier findet eine Verschaltung von diesen primären afferenten Neuronen, entweder direkt 
oder indirekt über Interneurone, auf sekundäre Projektionsneurone statt (Todd 2010). 
Über aufsteigende Bahnen werden Informationen in verschiedene Regionen des Gehirns 
weitergegeben. Für die bewusste Wahrnehmung von Temperatur und Schmerz 
projizieren Neurone über den Thalamus vor allem in den somatosensorischen Kortex 
(Craig et al. 1994). Für die unbewusste Regulation der Körpertemperatur verläuft der 
Signalweg über den lateralen parabrachialen Nucleus (LPB) vor allem zum Nucleus 
preopticus medianus (MnPO), der als zentrale Schaltstelle für die Thermoregulation gilt 
(Morrison und Nakamura 2011). Auch die Verarbeitung von Schmerzreizen enthält 
unbewusste Komponenten, die zur Aktivierung des sympathischen Nervensystems und 
einer Reihe von vegetativen Reflexen führen. Auch hierbei sind afferente Projektionen 
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über den LPB zum MnPO beteiligt (Gauriau und Bernard 2002; Ossipov et al. 2010; 
Baumgärtner 2010). 
Abbildung 1:
Vereinfachte Darstellung des afferenten somatosensorischen Systems
(eigene Abbildung)
Thermische und nozizeptive Reize (    ) werden z.B. in der Haut durch Rezeptoren in 
freien Nervenendigungen detektiert und axonal über die Spinalganglien (DRG) in das 
Dorsalhorn des Rückenmarks (Substantia gelatinosa, SG) geleitet, von wo aus sie über 
aufsteigende Bahnen in die jeweiligen Zielregionen im Gehirn weitergegeben werden.
Literaturübersicht 
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1.1. Rolle von TRP-Kanälen für das Temperatur- & 
Schmerzempfinden 
 
An der Wahrnehmung von Temperatur- und Schmerzreizen sind die sogenannten 
transient receptor potential (TRP)-Kanäle maßgeblich beteiligt. TRP-Kanäle sind 
Tetramere mit je 6 transmembranösen Polypeptid-Untereinheiten (S1-S6), wobei die 
jeweilige S5- und S6-Untereinheit die Pore für durchströmende Kationen bilden. Die 
meisten TRP-Kanäle sind relativ unselektiv für Kationen und lassen bei adäquater 
Aktivierung sowohl Calcium, als auch Natrium in die Zelle einströmen, was zur 
anschließenden Depolarisation der Zelle führt (Clapham 2003; Tominaga und Tominaga 
2005). Die gesamte Familie der TRP-Kanäle umfasst 7 Unterfamilien mit vielfältigen 
sensorischen Aufgaben (Clapham 2003; Emir 2017). Als Temperatur-responsiv gelten 
aus der TRPV(vanilloid)-Unterfamilie der TRPV1, TRPV2, TRPV3 und TRPV4, aus der 
TRPM(melastatin)-Unterfamilie der TRPM2, TRPM3, TRPM4 und TRPM8, sowie der 
TRPA(ankyrin)-1 (Wang und Siemens 2015; Dhaka et al. 2006; Patapoutian et al. 2003). 
Nicht für jeden dieser Temperatur-sensitiven Kanäle konnte auch eine physiologische 
thermoregulatorische Funktion nachgewiesen werden. Abbildung 2 zeigt einige Beispiele 
von Thermo-TRP’s mit dem jeweiligen Temperaturbereich, in dem sie aktiviert werden, 
sowie die Agonisten des TRPM8 und des TRPV1 Menthol und Capsaicin.   
 
  
Abbildung 2:  
 
Temperatur-sensitive TRP-Kanäle und ihr Aktivitätsbereich sowie die Agonisten 
des TRPM8 (Menthol) und des TRPV1 (Capsaicin). 
(eigene Abbildung, modifiziert nach Dhaka et al. 2006) 
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Wie genau der Mechanismus der Temperatur-Sensitivität der Kanäle funktioniert, ist 
nach wie vor nicht gänzlich geklärt. Es werden drei mögliche Mechanismen 
angenommen. Zunächst könnte durch eine Veränderung der Temperatur ein bestimmter 
Ligand oder second messenger des Kanals produziert werden, welcher dann den 
entsprechenden TRP-Kanal öffnet. Eine zweite Möglichkeit könnte eine direkte 
Strukturveränderung des TRP-Kanals durch einen bestimmten Temperaturbereich 
darstellen. Im Rahmen einer dritten Hypothese wird angenommen, dass es zu einer 
temperaturabhängigen Umstrukturierung der Membran kommt, welche in 
Veränderungen der Membranspannung resultiert, was wiederum von dem 
entsprechenden TRP-Kanal detektiert werden kann (Clapham 2003; Voets et al. 2004). 
Die Aktivierung durch einen bestimmten Temperaturbereich scheint dabei anders zu 
funktionieren als durch einen Agonisten, wie Capsaicin für den TRPV1 oder Menthol und 
Icilin für den TRPM8 (Abbildung 2). Die Temperatur-Sensitivität hängt stark von dem 
C-Terminus des TRP-Kanals ab, während die Capsaicin- und Icilin-Aktivität auf die 
intrazelluläre Schleife zwischen der zweiten und dritten transmembranösen Einheit 
zurückzuführen ist (Brauchi et al. 2006; Jordt und Julius 2002; Chuang et al. 2004).
Auch für verschiedene noxische Reize sind TRP-Kanäle von großer Bedeutung, wobei 
zwischen thermischen, chemischen und mechanischen Stimuli unterschieden werden 
kann. Im Bereich noxischer Hitze spielt vor allem der TRPV1 eine Rolle, auf den im
nächsten Abschnitt detaillierter eingegangen wird. Neben diesem wird eine Funktion der 
Kanäle TRPV2, TRPV3 und TRPV4, sowie des TRPM3 für das Empfinden noxischer 
Hitze diskutiert (Laing und Dhaka 2016; Patapoutian et al. 2009; Vriens et al. 2011). Im 
Bereich extremer Kälte ist vor allem der TRPA1 aktiv, aber auch in TRPM8 knockout 
Mäusen wurde eine Beeinträchtigung des Empfindens noxischer Kälte gezeigt (Laing und 
Dhaka 2016; Patapoutian et al. 2009; Dubin und Patapoutian 2010), was auch hier auf 
eine Beteiligung dieses Kanals hinweist. Neben der Detektion von thermischen Reizen 
spielen TRP-Kanäle auch bei noxischen Stimuli chemischer und mechanischer Art eine 
Rolle. So kann der TRPV1 durch pH-Wert-Veränderungen, sowohl in den basischen, als 
auch in den sauren Bereich, aktiviert werden (Dhaka et al. 2009). Eine Aktivierung durch 
mechanische Reize wurde für den TRPV2 und TRPV4 beschrieben (Basbaum et al. 2009; 
Muraki et al. 2003). 
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Der Schwerpunkt dieser Dissertation liegt auf den Kanälen TRPV1 und TRPM8 und 
deren Aktivierung durch thermische und chemische Stimuli, sowie deren Modulation im 
Rahmen von Entzündungen (siehe Abschnitt 2).
In einer Teilstudie wurde jedoch auch der erst kürzlich charakterisierte physiologische 
Wärmesensor, der TRPM2 Kanal (Song et al. 2016), unter Verwendung einer 
Primärkultur des MnPO, experimentell untersucht. Dieser Gehirnregion wird traditionell 
die Schlüsselrolle bei der zentralnervösen Warm-Sensitivität zugeschrieben (McKinley 
et al. 2015). 
Abbildung 3:
Der Hitze-sensitive TRPV1 mit Capsaicin als Agonisten und der Kälte-sensitive
TRPM8 mit dem Agonisten Menthol in freien Nervenendigungen im Kontext zum
afferenten somatosensorischen System (siehe Abbildung 1)
(eigene Abbildung)
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1.1.1. TRPV1 
Der TRPV1 ist der am längsten bekannte und wohl am intensivsten untersuchte TRP-
Kanal. Dass durch den zB. in Chilischoten vorhandenen Inhaltsstoff Capsaicin das 
Empfinden von Hitze und brennendem Schmerz vermittelt wird, ist bereits lange bekannt. 
Der hierfür verantwortliche TRP-Kanal, TRPV1, ursprünglich als VR1 (vanilloid 
receptor 1) bezeichnet, wurde dagegen erst in den 1990er Jahren entdeckt. Der TRPV1 
Agonist Capsaicin wurde bereits Mitte des 19. Jahrhunderts zum ersten Mal isoliert. Im 
Jahre 1919 wurde dessen chemische Struktur aufgedeckt und 1930 gelang zum ersten Mal 
die chemische Synthese der Substanz (aus: Szallasi und Blumberg 1999). Von da an 
begann die Suche nach einem möglichen Rezeptor für Capsaicin und dem dahinter 
stehenden Biomechanismus. Während eine ganze Reihe neuropharmakologischer Effekte 
von Capsaicin bereits untersucht und beschrieben wurden (für einen Überblick siehe: 
Buck und Burks 1986), verfestigte sich 1987 in in vitro Studien von Marsh et al. (Marsh 
et al. 1987) die Annahme, dass es durch Capsaicin zu einer erhöhten Permeabilität für 
Calcium, Natrium, sowie auch Kalium in der Membran von bestimmten Neuronen der 
Spinalganglien kommt. Szallasi et al. erbrachten 1990 den ersten direkten Nachweis, dass 
es für die Gruppe der Vanilloide (u.a. Capsaicin) spezifische Rezeptoren, die so 
genannten Vanilloid-Rezeptoren, geben muss (Szallasi und Blumberg 1990a, 1990b). 
1997 gelang es der Arbeitsgruppe um Michael Caterina zum ersten Mal, die cDNA für 
den VR1 Rezeptor aus Neuronen von Spinalganglien zu klonieren und in HEK293 Zellen 
zu transfizieren (Caterina et al. 1997). Sie stellten auch erstmals die Homologie des 
Rezeptors zu Mitgliedern der TRP-Familie dar. Heute ist bekannt, dass der TRPV1 durch 
diverse noxische Stimuli aktiviert werden kann. Neben dem Agonisten Capsaicin, spielt 
vor allem auch die Aktivierung durch Hitze (> 41 °C)  eine große Rolle. Neurone, die auf 
Capsaicin mit einem Calcium-Einstrom reagieren, zeigen häufig eine ähnliche zelluläre
Antwort auf einen Temperaturanstieg über 41 °C (Kirschstein et al. 1997; Nagy und Rang 
1999) und auch TRPV1-transfizierte HEK293 Zellen zeigten diese Zellantworten 
(Caterina et al. 1997). Die Rolle des TRPV1 für die Aufrechterhaltung der 
Körpertemperatur wird kontrovers diskutiert. Tiere verschiedener Spezies zeigten als 
Reaktion auf TRPV1 Antagonisten neben einem reduzierten Schmerzempfinden auch 
einen Anstieg der Körpertemperatur (Hyperthermie) (Gavva et al. 2007; Gavva 2008; 
Romanovsky et al. 2009). Durch Injektion von Capsaicin, als Agonisten, in den Bereich 
des Hypothalamus kam es dagegen zum Temperaturabfall (Jancsó-Gábor et al. 1970a). 
Auch eine subkutane oder intraperitoneale Injektion von Capsaicin führt zu einer 
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Hypothermie (Hori 1984; Jancsó-Gábor et al. 1970b). In TRPV1 knockout Mäusen 
(TRPV1-/-) wurde in zahlreichen Studien die Rolle des TRPV1 in der Thermoregulation 
untersucht. Iida et al. zeigten, dass bei TRPV1-/- Mäusen weder der zirkadiane Rhythmus 
der Körperkerntemperatur, noch die Toleranz gegenüber erhöhten (> 35 °C) oder 
erniedrigten (< 4 °C) Temperaturen beeinflusst waren (Iida et al. 2005). Auch eine durch 
Ethanol induzierte Hypothermie war unverändert. Ein Effekt konnte hingegen bei durch 
Lipopolysaccharid (LPS) induziertem Fieber gezeigt werden. So hatten TRPV1-/- Mäuse 
einen geringeren Anstieg der Körpertemperatur, als Wildtyp-Mäuse (Iida et al. 2005). 
Auch Szelény et al. konnten in Untersuchungen mit intraperitonealen biotelemetrischen 
Sendern nur geringe Unterschiede im zirkadianen Rhythmus und keine Unterschiede 
bezüglich der Hitze-Toleranz feststellen (Szelényi et al. 2004). Insgesamt scheinen 
Agonisten und Antagonisten des TRPV1 die Thermoregulation von Säugern in gewissem 
Umfang zu beeinflussen, eine Rolle dieses Kanals als physiologischer Warmsensor ist 
hingegen unwahrscheinlich (Romanovsky et al. 2009; Szolcsányi 2015). 
Von größerer Bedeutung scheint die Funktion des TRPV1 als Schmerzsensor zu sein. Vor 
allem durch seine Lokalisation in der Peripherie, in freien Nervenendigungen in der Haut, 
ist der Organismus in der Lage, verschiedene noxische Stimuli zu detektieren. Neben 
Hitze (> 41 °C) und Capsaicin spielen auch weitere Substanzen, wie Resiniferatoxin, 
Anandamid oder N-Arachidonoyl-Dopamin eine Rolle als Agonisten (Tominaga und 
Tominaga 2005; Tominaga et al. 1998). Sie führen sowohl in in vivo Experimenten zu 
Schmerzverhalten, als auch in vitro in Neuronen der Spinalganglien zu direkten 
Zellantworten. In einer kombinierten  in vivo / in vitro Versuchsreihe zeigten Caterina et 
al., dass bei TRPV1-/- Mäusen die Zellantworten von kultivierten Neuronen aus 
Spinalganglien auf Capsaicin, Resiniferatoxin und eine pH-Absenkung auf pH 5, 
drastisch reduziert bzw. gänzlich ausgelöscht waren. In Verhaltensversuchen zeigten 
Mäuse ohne TRPV1 zudem ein reduziertes Schmerzverhalten nach Capsaicin-Injektion 
in die plantare Seite der Hintergliedmaße sowie auf thermische Reize über 41 °C 
(Caterina et al. 2000).  
Aufgrund seiner entscheidenden Rolle beim Schmerzempfinden wurde der TRPV1 auch 
zum Ziel in der Entwicklung neuer analgetischer Medikamente in der Schmerztherapie. 
Zum einen lässt sich die Wahrnehmung von Schmerz durch direkte Antagonisten am 
TRPV1 blockieren, zum anderen kann eine Aktivierung durch einen Agonisten zu einer 
Desensibilisierung mit anschließender Schmerzlinderung führen (Patapoutian et al. 2009; 
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Maggi 1991). So kommt es nach lokaler Applikation von Capsaicin oder -Analoga initial 
zu einer kurzzeitigen Irritation, gefolgt von einer lang anhaltenden Insensitivität auf 
noxische Reize (Hayes et al. 1984), die über Wochen bis Monate anhalten kann (Chung 
und Campbell 2016). Allerdings zeigten Tiere in klinischen Studien bei systemischer 
Applikation immer wieder schwerwiegende Nebenwirkungen. Zum einen betreffen diese 
die oben beschriebenen Effekte auf das thermoregulatorische System (Jancsó-Gábor et 
al. 1970a; Jancsó-Gábor et al. 1970b), zum anderen hat Capsaicin auch einen toxischen 
Effekt auf primäre afferente Neurone (Maggi 1991; Patapoutian et al. 2009), was einen 
therapeutischen Einsatz bislang nur begrenzt zulässt. Dass aber die Modulation des 
TRPV1 ein interessantes Ziel in der Schmerztherapie darstellt, zeigen auch nach wie vor 
aktuelle klinische Studien mit TRPV1 Agonisten und Antagonisten (Patapoutian et al. 
2009).  Die beschriebene Desensibilisierung konnte auch auf zellulärer Ebene wiederholt 
festgestellt werden (Caterina et al. 1997; Piper et al. 1999; Koplas et al. 1997). Neben der 
Desensibilisierung mit verringertem Schmerzempfinden kann es auch zu einer 
Sensibilisierung des TRPV1, vor allem durch inflammatorische, aber auch andere 
Stimuli, mit gesteigertem Schmerzempfinden kommen, worauf in Abschnitt 2.1. näher 
eingegangen wird. 
Neben der Rolle des TRPV1 als peripherer Schmerzsensor wird eine Funktion im 
zentralen Nervensystem (ZNS) kontrovers diskutiert. Die Beobachtung, dass eine 
Injektion von Capsaicin in den Bereich des Hypothalamus eine Hypothermie auslöst 
(Jancsó-Gábor et al. 1970a), führte diesbezüglich zu zahlreichen Untersuchungen. Dass 
der TRPV1 in verschiedenen Regionen des Gehirns exprimiert wird, wurde mit Hilfe von 
Autoradiographie (Roberts et al. 2004) und Immunhistochemie bei Maus (Cristino et al. 
2006) und Ratte (Tóth et al. 2005) gezeigt, wobei die relative Expression in 
Spinalganglien etwa 28 mal höher ist als in allen untersuchten zentralnervösen Gebieten 
(Sanchez et al. 2001). Eine eindeutige Funktion des TRPV1 im ZNS konnte bislang nicht 
nachgewiesen werden, aber die Vermutungen sind je nach Hirnregion vielfältig. Im 
Bereich des Hypothalamus wurde eine erniedrigte Thermo-Sensitivität in Neuronen von 
TRPV1-/- Mäusen festgestellt (Sharif-Naeini et al. 2008). Ein Einfluss auf die synaptische 
Übertragung und Modulierbarkeit sowohl glutamaterger, als auch GABAerger Signale 
wurde in vielen Studien gezeigt und kann je nach Region verschiedene Effekte haben 
(Kauer und Gibson 2009; Marzo et al. 2008). So wird neben einem Einfluss auf die 
Schmerzbahnen (Steenland et al. 2006) und das Thermoregulationssystem (Sharif-Naeini 
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et al. 2008) auch eine Beteiligung beim Lernverhalten (Gibson et al. 2008) sowie bei 
Epilepsie (Shirazi et al. 2014; Manna und Umathe 2012) angenommen. Die genaue 
Funktion des Kanals im zentralen Nervensystem ist jedoch noch nicht abschließend 
geklärt.  
 
1.1.2. TRPM8 
Der TRPM8 (auch CMR1 = cold- and menthol-sensitive receptor) wurde im Jahr 2002 
durch zwei unabhängige Arbeitsgruppen als  der verantwortliche Kanal für das 
physiologische Kälteempfinden identifiziert (Peier et al. 2002; McKemy et al. 2002). 
Durch Klonierung der entsprechenden DNA-Sequenz für den TRPM8 aus 
Spinalganglien-Neuronen und die Transfektion in CHO- bzw. HEK293-Zelllinien, 
konnte gezeigt werden, dass dieser Kanal sensibel für Kältereize (< 25 °C) sowie für 
Menthol und weitere Agonisten, wie Icilin und Eucalyptol ist. Durch in situ-
Hybridisierung in Schnitten von Spinal- und Trigeminalganglien wurde festgestellt, dass 
etwa 5-20% der Neurone den TRPM8 exprimieren und dass es sich dabei vor allem um 
kleinere Neurone mit einem Durchmesser weniger als 25 μm handelt (Peier et al. 2002). 
Ähnliche Ergebnisse bezüglich Kälte- und Menthol-sensitiver Neurone in Spinalganglien 
wurden bereits zuvor publiziert, ohne dass man den verantwortlichen Kanal kannte. So 
konnte schon 1999 in Calcium-Imaging Versuchen mit kultivierten Neuronen aus 
Spinalganglien gezeigt werden, dass etwa 13% dieser auf einen Kälte-Stimulus von          
20 °C mit einem Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration reagieren und dass 
für diesen Anstieg eine extrazelluläre Calcium-Quelle vorhanden sein muss (Suto und 
Gotoh 1999). Ein Jahr später wurden ähnliche Zahlen im Zusammenhang mit der 
Menthol-Responsivität von kultivierten Ganglien-Neuronen veröffentlicht (Okazawa et 
al. 2000). Hier zeigten 10% aller untersuchten Neurone eine Zellantwort auf die Zugabe 
von Menthol und auch hier wurden diese vor allem als kleine Neurone mit einem 
Durchmesser von unter 25 μm klassifiziert.  
Die entscheidende Rolle des TRPM8 für die Thermoregulation konnte in in vivo 
Versuchen gezeigt werden. Die Applikation von Menthol auf die Haut des gesamten 
Rumpfes von Mäusen führte zur Aktivierung von Wärmebildungs- und                                  
-erhaltungsmechanismen, wie Muskelzittern, Aktivierung von braunem Fettgewebe und 
Vasokonstriktion sowie einer erhöhten Präferenz, sich in einer wärmeren Umgebung 
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aufzuhalten (Tajino et al. 2007). Außerdem kam es zu einem Anstieg der 
Körperkerntemperatur, der sich durch Anwendung eines Antipyretikums (Diclofenac) 
nicht verhindern ließ und somit als Hyperthermie und nicht als Fieber gedeutet wurde. 
Mäuse aus TRPM8 knockout (TRPM8-/-) Linien zeigten in verschiedenen in vivo Studien 
ein stark gestörtes Kälteempfinden (Bautista et al. 2007; Dhaka et al. 2007; Colburn et al. 
2007). Während Wildtyp-Mäuse bei gegebener Möglichkeit eine kalte Umgebung 
vermeiden, zeigen TRPM8-/- Mäuse eine deutlich erhöhte Toleranz im Kältebereich und 
eine verringerte Sensibilität bei Icilin-Injektionen, welche bei Wildtyp-Mäusen typische 
Verhaltensformen wie Schütteln und Springen hervorrufen. Auch auf zellulärer Ebene 
wurde herausgefunden, dass Neurone aus Spinalganglien von TRPM8-/- Mäusen eine 
deutlich verringerte Menthol- & Kälte-Sensibilität, wie auch eine verringerte Expression 
des TRPM8 aufweisen, wobei zu beachten ist, dass nach wie vor 4-8% der untersuchten 
Neurone auf Kälte reagieren (Colburn et al. 2007; Dhaka et al. 2007; Bautista et al. 2007). 
Die Verwendung des TRPM8 Antagonisten PBMC (1-Phenylethyl-4-(Benzyloxy)-3-
Methoxybenzyl(2-Aminoethyl)-Carbamat) zeigte in vitro eine selektive und vollständige 
Blockade des Kanals, so dass weder Menthol, noch Kälte (< 20 °C) zu einer Aktivierung 
von zuvor Menthol-responsiven Neuronen aus Spinalganglien führten (Knowlton et al. 
2011). In vivo führte eine intraperitoneale Injektion dieses TRPM8 Blockers je nach Dosis 
zu einer geringen bis starken Hypothermie sowie einem reduzierten Kälteempfinden,
welches bei TRPM8-/- Mäusen nicht auftrat. Diese Ergebnisse weisen auf eine 
entscheidende Beteiligung des TRPM8 am Temperaturempfinden sowie der Regulation 
der Körpertemperatur hin. In den Jahren 2004 und 2005 veröffentlichte die Arbeitsgruppe 
um Kobayashi Studien, die eine Co-Expression des TRPM8 mit dem TRPV1 zeigen 
(Okazawa et al. 2004; Abe et al. 2005). Mittels in situ-Hybridisierung konnte diese in 
29% der TRPM8 exprimierenden Neurone in Schnitten von Spinalganglien gezeigt 
werden. In Ca++-Imaging Versuchen reagierten 65,1% der Kälte-sensitiven Neurone auch 
auf einen Hitze-Stimulus von 44 °C. In der zweiten Studie konnte eine Co-Lokalisation 
immunzytochemisch in etwa 5% der Neurone in Schnitten von Trigeminalganglien 
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse werden vor allem im Zusammenhang mit dem 
paradoxen Kälteempfinden diskutiert, bei dem sehr heiße Temperaturen als kalt 
empfunden werden. Die Beteiligung des TRPM8 am Empfinden von Kälteschmerz sowie 
auch an der Kälte-Allodynie, bei der physiologisch nicht schmerzhafte Kältereize als 
schmerzhaft empfunden werden, wird diskutiert. 
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1.2. Spinalganglien 
 
Führt ein Reiz an den z.B. in der Haut lokalisierten freien Nervenendigungen zu einer 
ausreichenden Depolarisation, kommt es zur Ausbildung von Aktionspotentialen durch 
Öffnung spannungsabhängiger Natrium-Kanäle. Je nach Fasertyp und Grad der 
Myelinisierung werden Reize in unterschiedlicher Geschwindigkeit in Richtung des ZNS 
weitergeleitet. Für das Temperatur- und Schmerzempfinden sind vor allem C- und Aδ-
Fasern wichtig (Einteilung von Fasertypen nach Erlanger und Gasser). C-Fasern sind 
wenig bis gar nicht myelinisiert und leiten Reize entsprechend langsam weiter 
(kontinuierliche Reizweiterleitung), während die stark myelinisierten Aδ-Fasern zu einer 
schnellen Reizweiterleitung dienen, da hier die Aktionspotentiale nur an den 
Ranvier’schen Schnürringen neu gebildet werden müssen (saltatorische 
Reizweiterleitung). Dies spart nicht nur Zeit, sondern auch Energie, welche nach der 
Hyperpolarisation zur Wiederherstellung des Ionengleichgewichts durch die Na+/K+-
Pumpe verbraucht wird (von Engelhardt 2015; Behrends et al. 2017). Auf diesem Wege 
werden Reize zunächst von der Peripherie zu den Spinalganglien geleitet. Diese befinden 
sich in den Foramina intervertebrales entlang der Wirbelsäule und enthalten die 
Zellkörper der Neurone, welche die freien Nervenendigungen ausbilden. Bei diesen 
pseudounipolaren Neuronen handelt es sich um relativ große Zellen mit einem 
Durchmesser von etwa 15-50 μm (Abbildung 4). Während das periphere Ende des Axons 
für die Innervation eines rezeptiven Feldes und die Reizaufnahme und –weiterleitung bis 
zu den Spinalganglien verantwortlich ist, leitet das zentrale Ende den Reiz über den 
Spinalnerv in das Dorsalhorn des Rückenmarks, wo eine synaptische Übertragung auf 
sekundäre afferente Neurone stattfindet. Für Temperatur- und Schmerzreize findet dies 
vor allem in den Laminae I und II statt. Das ankommende Aktionspotential sorgt an der 
Präsynapse zum Öffnen von spannungsabhängigen Calcium-Kanälen, was letztlich in der 
Freisetzung von Neurotransmittern resultiert. Die Modulierbarkeit dieser Calcium-
Kanäle und deren Untereinheit α2δ-1 scheinen insbesondere im Zusammenhang mit 
neuropathischem Schmerz in Verbindung zu stehen und stellen einen möglichen 
Angriffspunkt für eine Therapie dar (Newton et al. 2001; Luo et al. 2001; Field et al. 
2006) (siehe Abschnitt 2). 
 
 
Literaturübersicht 
15
Neben den Neuronen befinden sich in den Spinalganglien noch weitere Zelltypen. Die 
Satellitenglia-Zellen haben ähnlich den Astrozyten im zentralen Nervensystem vor allem 
eine Ernährungs- und Stützfunktion, dienen aber auch einer partiellen Isolation (Hanani 
2005). Außerdem sind sie in der Lage, Substanzen aus dem Umfeld von Neuronen 
aufzunehmen und so das extrazelluläre Milieu konstant zu halten. Sie können aber auch 
Substanzen, wie inflammatorische Mediatoren produzieren und in die Umgebung 
abgeben und tragen damit entscheidend zur Neuroinflammation und der Entwicklung von 
neuropathischem Schmerz bei (Hanani 2005; Blum et al. 2014; Watkins und Maier 2003; 
Ohara et al. 2009). 
Abbildung 4:
Pseudounipolares Neuron aus einer 
Primärzellkultur von Spinalganglien
(Abbildung aus eigenen 
Untersuchungen) 
Antikörper gegen MAP2a+b (grün), NF-IL6 
(rot) und Kernfärbung mit DAPI (blau)
Abbildung 5:
Satellitenglia-Zellen umwachsen Neurone in 
der Primärzellkultur ähnlich wie auch in 
Schnitten von Spinalganglien
(Abbildung aus eigenen Untersuchungen)
Antikörper gegen GFAP (grün), NF-IL6 (rot) und
Kernfärbung mit DAPI (blau)
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Neben den Satellitenglia-Zellen leisten auch ortsständige Makrophagen in den 
Spinalganglien einen entscheidenden Beitrag im Zusammenhang mit der Immunabwehr, 
aber auch mit neurodegenerativen Erkrankungen (Hu und McLachlan 2003). Da, anders 
als im zentralen Nervensystem, im peripheren Nervensystem (PNS) keine Blut-Hirn-
Schranke vorhanden ist, spielt hier auch die Invasion von Makrophagen und weiteren 
Immunzellen aus der Blutbahn eine wichtige Rolle (Jacobs et al. 1976). Im Rahmen der 
Neuroinflammation sind sie vor allem für die Synthese inflammatorischer Substanzen, 
wie Zytokinen und Prostaglandinen, verantwortlich. Auf die Rolle der Gliazellen im 
Zusammenhang mit Neuroinflammation wird in Abschnitt 2 detaillierter eingegangen.  
 
 
  
Abbildung 6:  
 
Immunzytochemie eines Spinalganglion-
Schnittes:  
     = mittelgroßes Neuron (grün) 
     = Zellkerne der umgebenden Satellitenglia-  
        Zellen  
     = ortsständiger Makrophage (rot) 
(Abbildung aus eigenen Untersuchungen) 
 
Antikörper gegen GFAP (grün), ED-1 (rot) und Kernfärbung
mit DAPI (blau) 
Maßstabsbalken = 25 μm 
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1.3. Weitere afferente Verschaltung im ZNS 
Die für das Temperatur- und Schmerzempfinden verantwortlichen primären sensorischen 
Neurone projizieren in das Dorsalhorn des Rückenmarks in die Laminae I und II und 
sorgen hier für die Ausschüttung von Neurotransmittern, vor allem Substanz P und 
Glutamat (Willis 2001; Jin et al. 2009; Hwang et al. 2003; Doyle und Hunt 1999; Andrew 
und Craig 2001; Dhaka et al. 2008). Aber auch viele weitere inhibitorische und 
exzitatorische Transmitter spielen eine Rolle bei der synaptischen Übertragung (Todd und 
Spike 1993). Nicht alle eingehenden Signale werden direkt auf die sogenannten 
Projektionsneurone verschaltet, welche die Information an verschiedene Stellen des 
Gehirns weiterleiten. Bei einem großen Teil wird diese auch auf so genannte Interneurone 
übertragen, deren Axone im Rückenmark verbleiben. Sie können die eingehenden Signale 
auf vielfältige Weise modulieren und spielen in der Verschaltung eine wichtige Rolle. 
Vereinfacht lassen sie sich in zwei Hauptgruppen unterteilen: inhibitorische und 
exzitatorische Interneurone. Die Projektionsneurone liegen vor allem in der Lamina I, 
machen hier aber nur rund 1% aller Neurone aus, während über 95% der Neurone in den 
Laminae I und II Interneurone sind, davon ca. 30% inhibitorisch (Graham et al. 2007; 
Polgár et al. 2003). Eine detailliertere weitere Einteilung von Interneuronen ist schwierig, 
da häufig morphologische Unterschiede nicht mit funktionellen Unterschieden von 
einzelnen Zellen in Einklang zu bringen sind (Todd 2010; Schaible 2015). Die genaue 
Funktion der Interneurone im Zusammenhang mit der Vermittlung von Schmerz- und 
Temperaturreizen sowie deren Modulierung auch in Bezug auf Veränderungen dieser 
Empfindungen (Desensibilisierung und Sensibilisierung) bedarf weiterer 
Untersuchungen. Neben den Interneuronen spielen hierbei auch absteigende Bahnen aus 
verschiedenen Gehirnregionen eine wichtige Rolle. Diese können ebenfalls sowohl 
inhibitorisch als auch fazilitatorisch, also die Reizempfänglichkeit steigernd, wirken 
(Heinricher et al. 2009).  
Thermische Reize können auch im Rückenmark selbst wahrgenommen werden. Sowohl 
Abkühlen, als auch Erwärmen des Rückenmarks führten in vivo in verschiedenen Spezies 
zur Aktivierung der entsprechenden thermoregulatorischen Mechanismen (Simon und 
Iriki 1970, 1971; Guieu and Hardy 1970; Chai und Lin 1972; Carlisle und Ingram 1973; 
Pehl et al. 1997). Ob es sich dabei um direkte Thermo-Sensitivität von sekundären 
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Neuronen im Dorsalhorn oder aber um die Aktivierung der zentralen Enden der primären 
Neurone handelt, wird diskutiert (Craig et al. 2001; Brock und McAllen 2016). 
 
1.3.1. Weitere Verschaltung von Temperaturreizen 
Nach der komplexen Verschaltung im Rückenmark werden Temperaturreize auf der 
contralateralen Seite über aufsteigende Bahnen in der weißen Substanz in verschiedene 
Gehirnregionen geleitet (für einen Überblick siehe: Bratincsák und Palkovits 2004). Je 
nach Zielregion lassen sich verschiedene aufsteigende Bahnen unterscheiden. Ein Teil 
der Information wird über den Tractus spinothalamicus in die Region des Thalamus, 
genauer in den ventroposterioren lateralen Nucleus und den posterioren Anteil des 
ventromedialen Nucleus, geleitet, von wo aus dieser weiter in den primären 
somatosensorischen Kortex gesendet wird (Craig et al. 1994; Craig 2002). Dieser 
sogenannte spinothalamocorticale Signalweg ist vor allem für das bewusste 
Temperaturempfinden verantwortlich, spielt allerdings im Rahmen der Thermoregulation 
nur eine untergeordnete Rolle (Morrison und Nakamura 2011; Yahiro et al. 2017). Für 
diese ist eine Verschaltung über den lateralen parabrachialen Nucleus (LPB) und 
anschließend in die präoptische Region (POA = preoptic area) des Hypothalamus von 
Bedeutung, der spinoparabrachiale Signalweg. Tiere, bei denen der LPB bilateral durch 
Läsionen zerstört wurde, sind außer Stande ihre Körpertemperatur in kalter Umgebung 
zu regulieren (Kobayashi und Osaka 2003). Periphere Wärme- und Kältereize werden 
dabei in unterschiedlichen Anteilen des LPB verschaltet. Während Wärmereize vor allem 
im dorsalen Anteil (LPBd) zu einer Aktivierung von Neuronen führen, ist die Aktivität 
nach Kältereizen eher im äußeren lateralen Bereich des LPB (LPBel) zu sehen 
(Bratincsák und Palkovits 2004; Nakamura und Morrison 2008a, 2010). Der wichtigste 
Transmitter zur Signalübertragung im LPB ist Glutamat. So wurde gezeigt, dass eine 
lokale Blockade der Glutamat Rezeptoren zu einer vollständigen Unterdrückung sowohl 
der kälte-, als auch wärmeinduzierten thermoregulatorischen Mechanismen führt 
(Nakamura und Morrison 2008a, 2010). Mittels retrogradem Tracing konnte gezeigt 
werden, dass Neurone aus dem LPB, die durch periphere thermische Reize aktiviert 
wurden, vor allem in den Nucleus preopticus medianus (MnPO) projizieren (Nakamura 
und Morrison 2008a, 2010), der als zentrale Schaltstelle der Thermoregulation gilt (siehe 
Abschnitt 1.4). Auch auf Ebene des lateralen parabrachialen Nucleus im 
thermoregulatorischen System gibt es Neurone, die auf thermische Reize reagieren. In 
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elektrophysiologischen in vitro Studien in Gehirnschnitten waren 27% der Neurone 
warm-sensitiv, 10% kalt-sensitiv und 63% insensitiv gegenüber 
Temperaturveränderungen (Xue et al. 2016). 
1.3.2. Weitere Verschaltung von Schmerzreizen  
Die weitere afferente Verschaltung von Schmerzreizen verläuft ähnlich der von 
Temperaturreizen. Mittels retrogradem sowie auch anterogradem Tracing konnten viele 
zentrale Zielregionen für aufsteigende Axone der Projektionsneurone aus dem 
Dorsalhorn des Rückenmarks gefunden werden. Diesen werden zum Teil auch 
unterschiedliche Funktionen des Schmerzempfindens zugeordnet (Todd 2010). Die 
wichtigsten Zielregionen sind die caudale ventrolaterale Medulla (CVLM), der Nucleus 
tractus solitarii (NTS), der laterale parabrachiale Nucleus (LPB), die Substantia grisea 
periaquaeductalis (PAG = periaqueductal grey matter), und verschiedene Kerngebiete 
des Thalamus (Todd 2010). Dabei ist wichtig zu erwähnen, dass ein Neuron nicht nur in 
eines, sondern häufig in mehrere dieser Gebiete projiziert (Al-Khater und Todd 2009). In 
den letzten Jahren wurden zahlreiche quantitative Studien zur Untersuchung der 
Zielgebiete gemacht. Über 90% der Projektionsneurone in Lamina I im L4-Segment 
konnten durch retrogrades Tracing aus der CVLM und dem LPB markiert werden. In die 
PAG projizierten rund 30% der Neurone (Spike et al. 2003). Während in einer Studie aus 
dem Jahre 2009 nur etwa 5% der Projektionsneurone aus Kerngebieten des Thalamus 
markiert wurden, wurden in einer Folgestudie derselben Arbeitsgruppe im C7-Segment 
rund 42% der Projektionsneurone markiert (Polgár et al. 2010). Vereinfacht lassen sich 
zwei Signalwege unterscheiden. Der spinothalamische Signalweg ist auch beim 
Schmerzempfinden vor allem für den diskriminativen Effekt der Empfindung bedeutend 
und wird im Thalamus im ventralen posterolateralen und posteromedialen Nucleus,
sowie im posterioren triangulären Nucleus (PoT) verschaltet, von wo aus die Signale 
weiter in den somatosensorischen Kortex geleitet werden (Craig et al. 1994; Craig 2002; 
Gauriau und Bernard 2002; Al-Khater et al. 2008). Der Signalweg über den LPB 
(spinoparabrachialer Signalweg) hat hingegen größere Bedeutung in Bezug auf 
autonome und auch emotionale Aspekte des Schmerzempfindens. Nach der Verschaltung 
im LPB werden Signale so zum Beispiel in verschiedene Anteile des Hypothalamus 
weitergegeben. Diese Projektionen stehen im Zusammenhang mit affektiven 
Verhaltensweisen, wie Aggression, Verteidigung oder Flucht (Gauriau und Bernard 
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2002), aber auch mit Veränderungen im Bereich des Energiehaushaltes, wie 
Appetitverlust (Malick et al. 2001) und anderen autonomen Verhaltensänderungen, die 
bei Schmerz auftreten können. Auch Verschaltungen nozizeptiver Afferenzen über die 
Amygdala, den NTS oder die Formatio reticularis sind für die autonome Regulation, zum 
Beispiel des Herz-Kreislaufsystems oder des Atmungstraktes von Bedeutung und können 
Herz- und Atemfrequenz, sowie den Blutdruck regulieren (Lima et al. 2002; Boscan et 
al. 2002). Darüber hinaus ist bekannt, dass durch absteigende Bahnen aus dem ZNS die 
Übertragung von Schmerzreizen auf Ebene des Dorsalhorns im Rückenmark moduliert 
werden kann (Ossipov et al. 2010; Heinricher et al. 2009). Die Signale können dabei aus 
verschiedenen Hirngebieten kommen. Von Bedeutung scheint hier das „periaqueductal 
gray - rostral ventromedial medulla (PAG-RVM)“ System zu sein. Diese absteigenden 
Bahnen sind vor allem für das subjektiv unterschiedliche Schmerzempfinden aufgrund 
verschiedener Gemütszustände, Erfahrungen oder Erinnerungen verantwortlich und 
werden auch mit dem Placebo-Effekt von vermeintlichen Schmerzmitteln in 
Zusammenhang gebracht (Ossipov et al. 2010). 
 
1.4. Der Nucleus preopticus medianus als zentrale Schaltstelle der   
Thermoregulation 
 
Der Nucleus preopticus medianus (MnPO) ist ein Kerngebiet im Hypothalamus, an der 
anterioren Wand des dritten Ventrikels und zieht vom Organum subfornicale (SFO), als 
dorsaler Begrenzung, bis hin zum Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) als 
ventraler Begrenzung um die vordere Kommissur (McKinley et al. 2015). Im Gegensatz 
zu diesen beiden benachbarten Regionen, die zu den circumventrikulären Organen 
(CVO’s) zählen, besitzt der MnPO kein fenestriertes Endothel, sondern hat eine 
vollständige Blut-Hirn-Schranke (McKinley et al. 2003). Er gilt als zentrale Schaltstelle 
für autonome Regulationsmechanismen, wie die Thermoregulation, aber auch für den 
Flüssigkeits-, Natrium- und Energiehaushalt, die kardiovaskuläre Homöostase und Schlaf 
(McKinley et al. 2015). Während diese verschiedenen Funktionen im Einzelnen sehr 
detailliert untersucht wurden, wurde deren Interaktion und die Integration der vielfältigen 
eingehenden Reize bislang nur wenig untersucht, obwohl sie einander direkt beeinflussen 
(McKinley et al. 2015). So kommt es zum Beispiel in einer warmen Umgebung zu 
typischen thermoregulatorischen Mechanismen, wie Schwitzen und zur Dilatation der 
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peripheren Gefäße. Dabei gehen zum einen Flüssigkeit und Mineralien verloren, zum 
anderen hat es Einfluss auf den Blutkreislauf und kann bis zum Hitzeschock mit 
vollständigem Kreislaufkollaps führen. Eine zentrale Verschaltung dieser verschiedenen 
Funktionen untereinander auf Ebene des MnPO scheint also durchaus naheliegend,
allerdings ist dieser Zusammenhang auf zellulärer, neuronaler Ebene bislang nur wenig 
erforscht und bedarf weiterer Untersuchungen. 
Im Folgenden soll sich weitgehend auf die Rolle des MnPO für die Thermoregulation 
beschränkt werden. 
Als thermoregulatorisches Zentrum ist es die Aufgabe des MnPO, afferente 
Temperaturreize aus der Peripherie, unter Berücksichtigung der Signale zentraler 
Thermosensoren aus dem Rückenmark und Gehirn, auf efferente Neurone so zu 
verschalten, dass sie zu entsprechenden  thermoregulatorischen Antworten führen. Dabei 
lassen sich die Faktoren körpereigene Wärmebildung, Wärmeaufnahme von außen, 
Wärmeverteilung im Körper sowie die Wärmeabgabe durch bestimmte Mechanismen 
und Verhaltensweisen beeinflussen (von Engelhardt 2015; Behrends et al. 2017).
Körpereigene Wärmebildung findet permanent in annähernd jeder Zelle des Körpers 
durch den unvollständigen Wirkungsgrad der ATP-Bildung bei der Verbrennung von 
Nährstoffen statt. So werden etwa 80% der aufgenommenen Energie als Wärme 
abgegeben und nur die verbleibenden 20% für Biosynthesen, Stofftransporte oder 
mechanische Arbeit wie Muskelkontraktionen genutzt. Diese Wärmebildung lässt sich 
durch Muskelzittern und die Entkopplung der ATP-Verbrennung im braunen Fettgewebe 
noch steigern. Die Wärmeaufnahme aus der Umgebung lässt sich vor allem durch 
bestimmte Verhaltensweisen beeinflussen, wie das Aufsuchen eines wärmeren Ortes, um 
so vermehrt Wärme über Strahlung, Konduktion und Konvektion aufzunehmen bzw. den 
Wärmeverlust zu reduzieren. Die Wärmeverteilung im Körper, auch als innerer 
Wärmestrom bezeichnet, spielt ebenfalls eine wichtige Rolle, da die Wärmebildung vor 
allem im Körperkern in besonders stoffwechselaktiven Organen stattfindet, und die 
Wärme zum Großteil über die Blutbahn in die anderen Körperregionen transportiert wird. 
Dieser Transport über die Blutbahn (Konvektion) lässt sich durch Veränderung des 
Gefäßdurchmessers beeinflussen. Kontrahieren die Gefäße in der Peripherie, bleibt die 
Wärme vermehrt im Körperkern. Kommt es zur peripheren Vasodilatation, wird vemehrt 
Wärme in die Körperschale transportiert und von dort an die Umgebung abgegeben. Die 
Wärmeabgabe vom Körper an die Umgebung kann über vier wesentliche Mechanismen 
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stattfinden. Über Wärmestrahlung, über Konduktion an ein nicht-bewegtes Medium, über 
Konvektion an ein bewegtes Medium, wie Luft oder Wasser, und mittels Evaporation. 
Wärmestrahlung und Konduktion lassen sich vor allem durch bestimmte 
Verhaltensweisen beeinflussen, wie die Vergößerung oder Verkleinerung der 
Kontaktfläche, zum Beispiel beim Zusammenkauern in einer kalten Umgebung. Die 
Wärmeabgabe mittels Konduktion, lässt sich zum einen durch Beeinflussung der 
Grenzschicht zu dem kälteren bewegten Medium in der Umgebung (Fell aufstellen, 
Gefieder aufplustern) verändern, zum anderen durch die Änderung des Mediums selbst, 
zum Beispiel von Luft zu Wasser, welches eine deutlich höhere Wärmetransportkapazität 
hat und somit zu einer schnelleren Wärmeabgabe beiträgt. Die Wärmeabgabe über 
Evaporation findet in einer thermoneutralen Zone nur zu einem geringen Anteil, aber 
dennoch beständig, über die Haut und Schleimhaut statt. Sie lässt sich jedoch durch 
bestimmte Mechanismen deutlich steigern. Dazu zählen das Schwitzen und Hecheln, aber 
auch bestimmte Verhaltensweisen wie das Einspeicheln bei Nagern oder das Suhlen bei 
Schweinen. Insgesamt gibt es also vielfältige Angriffspunkte, um die Körpertemperatur 
in einem konstanten Bereich zu halten und Veränderungen in der Umgebungstemperatur 
bereits entgegen zu wirken, bevor die Körperkerntemperatur sich verändert (von 
Engelhardt 2015; Behrends et al. 2017).  
Dafür ist der erste wichtige Schritt die genaue Detektion von Temperaturunterschieden 
(Abschnitt 1.1.) und die Weiterleitung dieser Information bis in das Thermoregulations-
zentrum im MnPO (Abschnitt 1.3.). Obwohl erste Studien 1929 und 1941 schon eine 
Rolle der präoptischen Region für die Thermoregulation nahelegten, wurde deren 
Bedeutung und im Besonderen die des MnPO erst seit den 1990er Jahren detaillierter 
aufgedeckt (McKinley et al. 2015). So konnte gezeigt werden, dass Tiere, die einer 
warmen oder kalten Umgebung ausgesetzt sind, eine erhöhte Aktivität von Neuronen, im 
Sinne einer gesteigerten c-fos Expression in der präoptischen Region und vor allem im 
MnPO aufweisen (Scammell et al. 1993; Kiyohara et al. 1995; Maruyama et al. 2003). 
Durch Kombination von retrogradem Tracing aus dem MnPO und c-fos Aktivierung nach 
Kälte- bzw. Wärmeaussetzung sowie anterogradem Tracing aus dem Dorsalhorn des 
Rückenmarks konnte die Bedeutung des Signalweges über den LPB zum MnPO für die 
Thermoregulation nachgewiesen werden (Nakamura und Morrison 2008a, 2008b, 2010). 
Die zentrale Verschaltung thermoregulatorischer Signale besteht aus einem fein 
abgestimmten Verhältnis von Aktivierung und Inhibition efferenter Signale aus der 
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Region des dorsomedialen Nucleus des Hypothalamus (DMH) sowie des dorsalen 
hypothalamischen Areals (DHA) (Morrison und Nakamura 2018; Morrison und 
Nakamura 2011). Ein eingehendes Signal peripherer Kälte führt zu einer Aktivierung von 
inhibitorischen Neuronen im MnPO, welche ihrerseits die Inhibition von Neuronen in der 
medialen präoptischen Region (MPA) unterdrücken, wodurch die tonische Aktivierung 
auf Ebene des DMH/DHA überwiegt und es zur Aktivierung der 
Wärmebildungsmechanismen kommt (siehe Abbildung 7). Ein eingehendes Wärme-
signal führt im MnPO zur Aktivierung glutamaterger Neurone, welche ihrerseits 
GABAerge Neurone in der MPA aktivieren, sodass es zu einer verstärkten Inhibition im 
DMH/DHA und damit zur Unterdrückung der Wärmebildungsmechanismen kommt 
(Nakamura und Morrison 2008b, 2011, 2010; Morrison und Nakamura 2018).
Zentrale Thermosensoren im Bereich der präoptischen Region dienen dabei, wie auch 
jene im Rückenmark und im LPB, einem Feedback-Mechanismus und können ebenfalls 
die efferenten Signalwege aktivieren (Morrison und Nakamura 2018). In einigen Studien 
konnte gezeigt werden, dass es Kälte-responsive Neurone im Bereich der präoptischen 
Region und vor allem auch im MnPO gibt, wobei der verantwortliche Kanal nicht der
TRPM8 ist, wie in peripheren Kälte-sensitiven Neuronen (Kobayashi 1986; Abe et al. 
2003; Travis und Johnson 1993). Der für die Wärme-Sensitivität von hypothalamischen 
Neuronen verantwortliche Kanal wurde erst kürzlich als der TRPM2 aufgedeckt. Dessen 
Funktion scheint vor allem darin zu liegen, den Körper vor einem übermäßigen 
Temperaturanstieg bei Fieber oder Hyperthermie zu schützen (Song et al. 2016; Siemens 
und Kamm 2018). 
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Abbildung 7:
Zentrale Verschaltung afferenter Temperatursignale im Hypothalamus auf 
efferente Neurone zur Aktivierung bzw. Unterdrückung von 
Wärmebildungsmechanismen (eigene Abbildung, modifiziert nach Morrison und 
Nakamura 2011, 2018):
Entscheidend für die zentrale Verschaltung thermischer Reize ist ein sensibles 
Gleichgewicht aus tonischer Aktivierung und Inhibition von Neuronen im dorsalen 
Hypothalamus (DMH/DHA). Ein peripherer Kälte-Reiz führt über eine Aktivierung der 
Neurone im Dorsalhorn des Rückenmarks (DH) und LPB zur Aktivierung inhibitorischer 
Neurone im Bereich des MnPO. Diese projizieren in die MPA, wo sie jene Neurone 
hemmen, die für die Inhibition der DMH/DHA-Neurone verantwortlich sind. Es kommt 
also zu einer Inhibition der Inhibition und dadurch zum Überwiegen der tonischen 
Aktivierung. Dadurch werden Neurone im rRPa aktiviert, die über den Sympathikus zu 
einer Vasokonstriktion und zur Aktivierung des braunen Fettgewebes führen und 
außerdem über Motorneurone im Ventralhorn des Rückenmarks das Kältezittern 
auslösen. Durch einen Wärme-Reiz kommt es zur Aktivierung der inhibitorischen MPA-
Neurone und damit zum Überwiegen der Inhibition im DMH/DHA. Wärmebildungs-
bzw. -erhaltungsmechanismen werden also gehemmt. Auch zentrale Thermosensoren im 
Bereich des Rückenmarks, des LPB und des Hypothalamus sind in der Lage, diese 
Mechanismen zu aktivieren bzw. zu unterdrücken.
DRG = Spinalganglien, DH = Dorsalhorn des Rückenmarks, LPB = Nucleus parabrachialis lateralis,
MnPO = Nucleus preopticus medianus, MPA = Mediale präoptische Region, DMH = dorsomedialer 
hypothalamischer Nucleus, DHA = dorsale hypothalamische Region, rRPa = rostraler Anteil des Nucleus 
raphe pallidus, SPN = sympathische präganglionäre Neurone, VH = Ventralhorn des Rückenmarks, BAT 
= Braunes Fettgewebe
= Aktivierung des folgenden Neurons
= Inhibition des folgenden Neurons
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1.5. Die efferente Verschaltung in der Thermoregulation 
Die efferente Verschaltung thermoregulatorischer Signale ist sehr komplex und nur 
teilweise aufgeklärt. Ein Teil der Neurone aus dem DMH/DHA innervieren sympathische 
Prämotorneurone im rostralen Anteil des Nucleus raphe pallidus (rRPa). Hier findet 
ähnlich dem DMH/DHA ein sensibles Gleichgewicht aus tonischer Aktivierung und 
Inhibition statt, welches durch die eingehenden Signale moduliert werden kann. Einige 
der rRPa-Neurone innervieren sympathische präganglionäre Neurone (SPN) im 
intermediolateralen Nucleus des Rückenmarks (Morrison und Nakamura 2018). Dieser 
Signalweg ist essentiell für die Auslösung der Vasokonstriktion (Tanaka et al. 2011, 
2013; Rathner et al. 2001) und der Aktivierung des braunen Fettgewebes (Zhang et al. 
2011; Morrison et al. 2012). Für das kälteinduzierte Muskelzittern ist eine Verschaltung 
über den rRPa ebenfalls essentiell (Nakamura und Morrison 2011), wobei die weitere 
Verschaltung zu den Motorneuronen im Ventralhorn des Rückenmarks noch nicht 
endgültig geklärt ist. Die wohl komplexeste und am wenigsten verstandene Antwort auf 
thermische Veränderungen sind Verhaltensänderungen. Zwar ist bekannt, dass auch 
hierfür der Signalweg über den LPB und MnPO und nicht über den Thalamus 
verantwortlich ist, die weitere efferente Verschaltung ist jedoch nur zu einem geringen
Teil aufgeklärt und vermutlich so komplex wie die jeweiligen Verhaltensveränderungen 
selbst (Yahiro et al. 2017). 
1.6. Beteiligung des MnPO an der Schmerzverarbeitung 
Neben seiner zentralen Bedeutung für Thermoregulation und andere vitale 
homöostatische Systeme wird dem MnPO von einigen Autoren auch eine Rolle bei der 
Entstehung einer initialen Hyperalgesie im Rahmen von systemischen Entzündungs-
prozessen zugesprochen (Saper et al. 2012). Hierbei könnten die stark ausgeprägten 
Projektionen des MnPO zur Substantia grisea periaquaeductalis (PAG) im Mittelhirn 
eine Rolle spielen (Rizvi et al. 1996; Uschakov et al. 2007). Diese ist an der Verarbeitung 
von Schmerzsignalen beteiligt, indem sie deszendierende Bahnen beeinflusst, die als 
endogene Schmerzkontrollsysteme fungieren (siehe Abschnitt 1.3.2.). 
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 Veränderungen der Wahrnehmung thermischer und 
noxischer Reize im Rahmen von Entzündungen 
 
Im Rahmen von Entzündungen und Verletzungen in der Peripherie kann es zu 
Veränderungen der Wahrnehmung von externen Reizen kommen. Schmerzhafte Reize 
werden verstärkt (Hyperalgesie) oder physiologisch nicht schmerzhafte Reize werden als 
schmerzhaft wahrgenommen (Allodynie). Je nach Art des Reizes spricht man von 
thermischer oder mechanischer Hyperalgesie / Allodynie. Wie es genau zu der 
Sensibilisierung peripherer Nerven kommt, ist sehr komplex und nach wie vor nicht 
vollständig geklärt. Im folgenden Abschnitt wird näher auf einzelne Schritte des bisher 
bekannten Ablaufs der Sensibilisierung peripherer Nerven eingegangen. 
  
2.1. Bildung neuroaktiver Substanzen nach Verletzung und 
Entzündung 
 
Durch Entzündungen und Verletzungen in der Haut kommt es zur Aktivierung von 
ortsständigen Zellen und Ausschüttung inflammatorischer Mediatoren („inflammatory 
soup“), die für die Sensibilisierung peripherer Nerven verantwortlich sind (siehe 
Abbildung 8). Für diese Aktivierung sind vor allem PAMP’s (pathogen associated 
molecular patterns) und DAMP’s (damage associated molecular patterns) 
verantwortlich, die durch Rezeptoren der Toll-like Familie (TLR’s) erkannt werden 
(Kielian 2006; Roth und Blatteis 2014). In einem ersten Schritt werden lokale 
Keratinozyten und Makrophagen aktiviert und geben verschiedene neuroaktive 
Substanzen in die Umgebung frei (Ji et al. 2016). So sind Keratinozyten in der Lage, 
Adenosintriphosphat (ATP), Prostaglandin (PG) E2, Nerve growth factor (NGF) und 
Interleukin 1 beta (IL-1β) zu bilden und in die Umgebung abzugeben. Lokale 
Makrophagen tragen durch die Produktion wichtiger proinflammatorischer Zytokine, wie 
Interleukin 6 (IL-6), IL-1β und Tumornekrosefaktor alpha (TNFα), sowie verschiedener 
Chemokine (vor allem CCL2 = CC Chemokin Ligand 2) und PGE2 ebenfalls zur Bildung 
der sogenannten „inflammatory soup“ bei (Pinho-Ribeiro et al. 2017). Die Bildung der 
Zytokine IL-6 und TNFα, induziert durch den TLR-4 Agonisten Lipopolysaccharid 
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(LPS),  ist in Abbildung 9 detailliert dargestellt. Auch Mastzellen geben nach Aktivierung 
verschiedene wichtige Mediatoren frei. Dazu zählen vor allem Histamin, PGE2, NGF, 
TNFα und IL-6 (Pinho-Ribeiro et al. 2017; Moon et al. 2014). Schwann-Zellen, welche 
die freien Nervenendigungen sowie die aufsteigenden Axone direkt umgeben, sind 
ebenfalls in der Lage, proinflammatorische Zytokine, wie TNFα und IL-1β, zu bilden (Ji 
et al. 2016; Wagner und Myers 1996). Diese ortsständigen Zelltypen sorgen durch 
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren zum einen für die Sensibilisierung freier 
Nervenendigungen, zum anderen aber auch für eine verstärkte Rekrutierung von 
Immunzellen aus dem Blut (Chemotaxis), wie Monozyten und neutrophile Granulozyten, 
welche wiederum zur Zytokin- und Prostaglandin-Bildung befähigt sind und somit mit 
zeitlichem Versatz ebenfalls zur Sensibilisierung beitragen (Wright et al. 2010). Die 
Rekrutierung von Blutzellen wird zudem positiv beeinflusst durch die Freisetzung von 
Substanz P (SP) und Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) aus freien Nerven-
endigungen, die zu einer Vasodilatation führen und somit zur Verlangsamung des 
Blutstroms in der betroffenen Region (Pinho-Ribeiro et al. 2017).  
Auch im Rahmen von Verletzungen direkt am Nerv selbst kommt es zur Sensibilisierung. 
Hieran sind vor allem endoneurale Makrophagen beteiligt, die schnell aktiviert werden 
und zur Rekrutierung weiterer Immunzellen aus der Blutbahn beitragen (Mueller et al. 
2001). Neben diesen sorgen, wie oben bereits beschrieben, Schwann-Zellen durch die 
Bildung von Zytokinen für eine Sensibilisierung von Neuronen. Im Bereich der 
Spinalganglien kann es ebenfalls im Rahmen von Entzündungen und Verletzungen, aber 
auch nach Feststellung von nervalen Schäden weiter distal, zur Aktivierung von 
ortsständigen Makrophagen und Gliazellen (Satellitenglia-Zellen) und einer damit 
verbundenen Freisetzung von Zytokinen (IL-1β, IL-6, TNFα) und anderen 
inflammatorischen Mediatoren, wie PGE2, kommen (Ji et al. 2016). 
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Abbildung 8:
Beteiligung verschiedener Zelltypen an der Bildung neuroaktiver Mediatoren nach 
Verletzungen und Entzündungen, die zur Sensibilisierung peripherer Nerven 
führen 
(eigene Abbildung modifiziert nach Ellis und Bennett 2013 und Pinho-Ribeiro et al. 2017
und ergänzt durch Ji et al. 2016; Arango Duque und Descoteaux 2014; Wright et al. 2010; 
Moon et al. 2014)
Die Bildung der hier abgebildeten inflammatorischen Mediatoren und die Beteiligung der 
verschiedenen Zelltypen ist in Abschnitt 2.1. detailliert beschrieben.
ATP = Adenosintriphosphat, CCL2 = CC Chemokin Ligand 2, CGRP = Calcitonin Gene-Related Peptide, 
IL-1β = Interleukin 1 beta, IL-6 = Interleukin 6, NGF = Nerve Growth Factor, PGE2 = Prostaglandin E2,
SP = Substanz P, TNFα = Tumornekrosefaktor alpha
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Abbildung 9:
Schematische Darstellung des LPS Signalweges zur Bildung der Zytokine 
Interleukin 6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor alpha (TNFα)
(eigene Abbildung, modifiziert nach Miller et al. 2009)
Lipopolysaccharid (LPS) ist Bestandteil gram-negativer Bakterien und kann von Zellen mit 
Hilfe des Toll-like Rezeptors 4 (TLR-4) entweder direkt oder nach Bindung an das LPS 
bindende Protein (LBP) über den Co-Rezeptor CD14 (Cluster of differentiation 14)
detektiert werden. Daraufhin werden unterschiedliche intrazelluläre Signalwege aktiviert: 
Der NFκB- und der MAPK Signalweg. NFκB (Nuclear factor kappa B) liegt im Zytosol 
gebunden an IκB (Inhibitor of kappa B) in inaktiver Form vor. Kommt es zur 
Phosphorylierung von IκB, spaltet dieses sich ab und wird abgebaut. Dadurch kann NFκB
in den Zellkern translozieren und die Transkription von Zielgenen, wie die für IL-6 und 
TNFα, in Gang setzen. Dies kann gleichermaßen auch über den MAPK Signalweg
(Mitogen activated kinase) geschehen, über den u.a. Transkriptionsfaktoren wie NF-IL6 
aktiviert werden. Die vermehrt gebildete mRNA verlässt den Zellkern und im 
endoplasmatischen Retikulum (ER) werden durch Ribosomen die Proteine gebildet. Diese 
liegen zunächst in inaktiver Form vor und werden im Golgi-Apparat in die aktive Form 
umgewandelt. Auf der trans-Seite des Golgi-Apparates (Trans-Golgi-Netzwerk) werden sie 
gelagert, in Vesikel verpackt und schließlich zur Membran transportiert, um via Exozytose 
aus der Zelle entlassen zu werden.
CD14 = Cluster of differentiation 14, ER = Endoplasmatisches Retikulum, IκB = Inhibitor of kappa B, IL-6
= Interleukin 6, LBP = LPS-bindendes Protein, LPS = Lipopolysaccharid, MAPK = Mitogen activated protein 
kinase, NFκB = Nuclear factor kappa B, NF-IL6 = Nuclear factor interleukin 6, TLR-4 = Toll-like Rezeptor 4, 
TNFα = Tumornekrosefaktor alpha 
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2.2. Sensibilisierung von Nerven durch neuroaktive Substanzen 
 
Die Sensibilisierung von Nerven mit einer verstärkten Reizwahrnehmung kann auf 
verschiedenen Wegen erfolgen. Die wichtigsten Ansatzpunkte hierfür sind zum einen die 
detektierenden Kanäle selber, wie zum Beispiel die TRP-Kanäle TRPV1 oder TRPM8, 
zum anderen spannungsabhängige Natrium- und Calcium-Kanäle, welche für die 
Weiterleitung des Reizes ins Dorsalhorn des Rückenmarks und die dortige 
Transmitterausschüttung verantwortlich sind. Außerdem kann eine vermehrte 
Transmitterausschüttung zur gesteigerten Wahrnehmung eines detektierten Reizes führen 
(siehe Abbildung 10). Diese Mechanismen können dabei auf verschiedenen Ebenen 
moduliert werden: transkriptional, translational oder posttranslational. Für 
Veränderungen in der Expression pronozizeptiver Gene auf transkriptionaler Ebene sind 
hauptsächlich Zytokine (TNFα, IL-1β, IL-6, u.a.) verantwortlich. Diese Art der 
Modulation ist verglichen mit posttranslationalen Mechanismen eher langsam, dafür 
länger anhaltend. Posttranslationale Sensibilisierungsmechanismen können deutlich 
schneller (binnen weniger Minuten) greifen (Cheng und Ji 2008). Dabei spielen zum 
einen der Transport von Rezeptoren innerhalb der Zelle sowie deren Einbau in die 
Zellmembran („channel trafficking“) eine Rolle, zum anderen sind direkte biochemische 
Modulationen, wie die Phosphorylierung, an den jeweiligen Rezeptoren von Bedeutung. 
Diese können für eine erhöhte Offenwahrscheinlichkeit oder eine Reduktion der 
Aktivierungsschwelle sorgen und somit zu einer Verstärkung der Reizwahrnehmung 
führen (Bhave und Gereau 2004).  
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Abbildung 10:
Schematische Darstellung eines primären afferenten Neurons mit den wichtigsten 
Angriffspunkten für Modulationen, die zu einer Sensibilisierung führen können 
(eigene Abbildung)
Um eine Verstärkung der Reizwahrnehmung zu erzielen, können verschiedene zelluläre 
Mechanismen genutzt werden. Zunächst kann es zu einer verstärkten Bildung, im Sinne 
einer gesteigerten Transkription oder Translation, von Kanälen und Neurotransmittern 
kommen (1 & 2). Daneben können sogenannte posttranslationale Mechanismen greifen. 
Hierbei spielen vor allem der Transport entsprechender Kanäle innerhalb der Zelle (3) 
sowie deren verstärkter Einbau in die Zellmembran aus intrazellulären Speichern eine 
Rolle (5). Dies bezeichnet man als „channel trafficking“. Außerdem können sowohl die 
detektierenden Kanäle, wie die TRP-Kanäle, als auch die für die Weiterleitung des Reizes 
wichtigen Natrium- und Calcium-Kanäle direkt posttranslational moduliert werden (4). 
Dies erfolgt vor allem mittels Phosphorylierung. Des Weiteren kann auch eine gesteigerte 
Freisetzung von Neurotransmittern dafür sorgen, dass ein Reiz verstärkt wahrgenommen 
wird (6).
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2.2.1. Transkriptionale Modulation durch die Zytokine IL-6 und TNFα 
Die Zytokine IL-6 und TNFα spielen vor allem im Rahmen von Modulationen in der 
Genexpression eine Rolle (siehe Abbildung 11). Dabei sind sie einerseits für die weitere 
Bildung proinflammatorischer Mediatoren, im Sinne einer Positiv-Feedback-Schleife 
veranwortlich. Andererseits tragen sie aber auch wesentlich zur Sensibilisierung 
peripherer Nerven bei, indem sie die Transkription pronozizeptiver Substanzen (SP, 
CGRP, brain derived neurotrophic factor (BDNF), TRPV1) steigern (Cheng und Ji 
2008).  
TNFα kann über zwei Rezeptoren agieren, den TNF Rezeptor 1 und 2 (TNFR1 bzw. 2). 
Während der TNFR2 vor allem in nicht-neuronalen Zellen exprimiert wird, konnte 
gezeigt werden, dass der TNFR1 auch von Neuronen aus Spinalganglien exprimiert wird 
(Li et al. 2004; Hensellek et al. 2007). Darunter befinden sich vor allem auch solche, die 
den TRPV1 sowie Substanz P und CGRP exprimieren und damit mutmaßlich nozizeptive 
Neurone sind. Insgesamt konnte eine Co-Lokalisation von einem der beiden TNF 
Rezeptoren in über 90% der TRPV1 exprimierenden Neurone nachgewiesen werden 
(Khan et al. 2008). Für den Effekt der Sensibilisierung scheint der TNFR1 von Bedeutung 
zu sein, da Antikörper gegen diesen eine induzierte Überempfindlichkeit auf thermische 
Reize erfolgreich reduzieren konnten, während Antikörper gegen den TNFR2 keinen 
Effekt zeigten (Sommer et al. 1998). Durch Bindung von TNFα an den TNFR1 können 
verschiedene intrazelluläre Signalwege aktiviert werden. Für die Modulation auf 
transkriptionaler Ebene spielt vor allem der Signalweg über den Nuclear factor kappa B 
(NFκB) eine wichtige Rolle (Chen und Goeddel 2002; Rahman et al. 2007; Baud und 
Karin 2001). Dieser liegt im Zytoplasma von Zellen gebunden an IκB (Inhibitor of kappa 
B) in einer inaktiven Form vor. Nach Bindung von TNFα an den TNFR1 kommt es zur 
Aktivierung der IKK (Inhibitor of kappa B kinase), die in der Lage ist, IκB zu 
phosphorylieren und damit von NFκB abzuspalten. In dieser ungebundenen Form kann 
NFκB in den Zellkern translozieren und die Transkription von bestimmten 
inflammatorischen Zielgenen in Gang setzen (Myers et al. 2006). Neben dem NFκB 
Signalweg kommt es nach Bindung von TNFα an den TNFR1 auch zur Aktivierung des 
Signalweges über MAP Kinasen (Mitogen activated protein kinases), deren Rolle in 
diesem Zusammenhang aber noch diskutiert wird. Zu dieser Gruppe gehört die p38 
MAPK, die ERK (Extracellular-signal regulated kinase) und die JNK (C-Jun N-terminal 
kinase) (Cheng und Ji 2008; Myers et al. 2006). Die Funktionen der MAP Kinasen sind 
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vielfältig und reichen von der transkriptionalen über die translationale bis hin zur 
posttranslationalen Modulation. Ihre Bedeutung im Zuge der peripheren Sensibilisierung 
von Schmerzneuronen wurde in mehreren Studien gezeigt. So zeigten Neurone aus 
Spinalganglien nach TNFα-Applikation eine gesteigerte Expression von phosphorylierter 
ERK (Takahashi et al. 2006). Zudem führt eine Blockade der ERK, aber auch der p38 
MAPK zu einer verminderten Sensibilisierung (Bron et al. 2003; Ji et al. 2002; Schäfers 
et al. 2003). Auf welchem Wege MAP Kinasen zur Sensibilisierung beitragen, ist jedoch 
umstritten. Aktivierte MAP Kinasen können nach Translokation in den Zellkern durch 
Phosphorylierung verschiedener intrazellulärer Transkriptionsfaktoren, wie c-Myc, Elk-
1, c-Fos oder c-Jun, die Transkription von Zielgenen induzieren (Woolf und Costigan 
1999). Dazu zählen zum einen Ionenkanäle, wie der TRPV1, aber auch 
spannungsabhängige Natrium- und Calcium-Kanäle. Zum anderen wird auch die 
Transkription von Neuromodulatoren, wie Substanz P, CGRP und BDNF, aber auch von 
Zytokinen, wie IL-1β und TNFα, in Gang gesetzt (Cheng und Ji 2008). Daneben wird 
durch die ERK auch die Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5) reguliert, die zusammen mit 
p35 als Komplex in der Lage ist, den TRPV1 posttranslational zu phosphorylieren 
(Utreras et al. 2009; Rozas et al. 2016; Jendryke et al. 2016) (siehe Abschnitt 2.2.2.). 
Interleukin 6 (IL-6) wird geringgradig zeitlich verzögert und induziert durch TNFα 
gebildet (Lee et al. 2009). Für die Sensibilisierung peripherer Nerven ist dieses Zytokin 
wie auch TNFα von entscheidender Bedeutung. So zeigten IL-6 knockout Mäuse           
(IL-6-/-) in einem Modell zur Untersuchung von inflammatorischem Schmerz eine 
abgeschwächte thermische und mechanische Hyperalgesie (Xu et al. 1997). Außderdem 
zeigten nozizeptive Neurone nach Stimulation mit IL-6 einen gesteigerten Ionenstrom als 
Antwort auf Wärme-Stimuli, sowie eine Reduktion der thermischen Aktivierungs-
schwelle und eine gesteigerte Freisetzung des Neurotransmitters CGRP nach einem 
thermischen Stimulus (Obreja et al. 2005). Dabei ist zu beachten, dass IL-6 allein in vitro
keinen Sensibilisierungseffekt hat, sondern der IL-6 Rezeptor in löslicher Form 
hinzugegeben werden muss, damit beide gemeinsam an die gp130 (Glykoprotein 130) 
Einheit binden können. Der IL-6 Rezeptor selbst wird also nicht von nozizeptiven 
Neuronen exprimiert, sondern in vivo vermutlich von anderen Zellen in die Umgebung 
entlassen (Obreja et al. 2002b). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass 
Mäuse, bei denen gp130 spezifisch in Nozizeptoren ausgeschaltet ist, deutlich verringerte 
Symptome von inflammatorischem Schmerz aufzeigen (Andratsch et al. 2009). Bindet 
Literaturübersicht 
34 
 
der IL-6/IL-6-Rezeptor Komplex an die gp130 Einheit, kommt es zur Aktivierung 
intrazellulärer Signalwege (siehe Abbildung 11). Hierbei müssen wieder transkriptionale 
von posttranslationalen Signalwegen differenziert werden (siehe Abschnitt 2.2.2.). Im 
Wesentlichen können nach Aktivierung der gp130 Einheit drei induzierbare Signalwege 
unterschieden werden: Über JAK/STAT (Janus activated kinase / Signal transducer and 
activator of transcription), über PI3K/Akt (Phosphatidylinositol-3-Kinase / Akt kinase 
(auch Proteinkinase B)) oder über MAP Kinasen (Zhou et al. 2016). Bei dem JAK/STAT 
Signalweg kommt es nach Aktivierung der gp130 Einheit zur Phosphorylierung einer 
Janus activated kinase (JAK), die ihrerseits im Zytosol vorliegendes STAT3 
phosphorylieren kann. Phosphoryliertes STAT3 dimerisiert und kann in dieser aktiven 
Form in den Zellkern translozieren, um die Transkription von bestimmten Zielgenen zu 
induzieren. Eines dieser Zielgene ist SOCS3 (Supressor of cytokine signaling 3), welches 
in einer Negativ-Feedback-Schleife die JAK inhibiert und damit zu einer verminderten 
Aktivierung von STAT3 beiträgt (Kisseleva et al. 2002; Heinrich et al. 1998). Über die 
PI3K kann außerdem die Kinase Akt phosphoryliert werden, die ihrerseits die IKK 
(Inhibitor of kappa B kinase) aktiviert, welche IκB durch Phosphorylierung vom NFκB-
Dimer abspaltet, welches dann in seiner aktiven Form ebenfalls in den Zellkern wandern 
kann. Der dritte Signalweg verläuft über die MAP Kinasen, wobei hier die p38 MAPK 
sowie die ERK von Bedeutung sind. Diese sind in ihrer phosphorylierten Form in der 
Lage, in den Zellkern zu translozieren und Transkriptionsfaktoren, wie den Nuclear 
factor interleukin 6 (NF-IL6), zu aktivieren. Zielgene, deren Transkription durch 
Interleukin 6 über diese Signalwege induziert wird, sind vor allem weitere 
proinflammatorische Mediatoren, wie C-reaktives Protein oder das LPS bindende Protein 
(LBP), sowie Transkriptionsfaktoren, wie Jun B, c-Fos oder C/EBPδ. Aber auch die 
gp130 Einheit selbst wird durch IL-6 vermehrt exprimiert (Heinrich et al. 1998).    
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Abbildung 11:
Schematische Darstellung intrazellulärer Signalwege, die durch IL-6 und TNFα
aktiviert werden (eigene Abbildung modifiziert und zusammengefasst aus Zhou et al. 
2016; Myers et al. 2006; Miller et al. 2009)
TNFα bindet am TNFR1, wodurch der Signalweg über NFκB aktiviert wird. Nach 
Phosphorylierung und Abspaltung von IκB, kann NFκB in den Zellkern translozieren. 
Interleukin 6 bindet zunächst an den IL-6 Rezeptor, welcher in löslicher Form vorliegen 
kann. Der IL-6/IL-6-Rezeptor Komplex bindet an die gp130 Einheit und kann 
intrazelluläre Signalwege aktivieren. Durch Phosphorylierung wird eine Janus 
activated kinase (JAK) aktiviert, die den Transkriptionsfaktor STAT3 phosphorylieren 
kann, welcher nach Dimerisierung in den Zellkern transloszieren kann. Daneben kommt 
es auch durch IL-6 zur Aktivierung des NFκB Signalweges. Ein dritter Signalweg verläuft 
über die Aktivierung von MAP Kinasen (p38 MAPK, ERK, JNK), die ebenfalls in der 
Lage sind, in den Zellkern zu translozieren und hier bestimmte Transkriptionsfaktoren, 
wie NF-IL6, zu aktivieren. Eine Aktivierung der oben genannten Transkriptionsfaktoren 
führt zur Einleitung der Transkription bestimmter Zielgene, die je nach Zelltyp variieren 
können. Für Nozizeptoren könnte vor allem eine gesteigerte Expression von 
Ionenkanälen, wie dem TRPV1, oder Neuromodulatoren, wie Substanz P oder CGRP, 
von Bedeutung sein.
CGRP = Calcitonin gene-related peptide, ERK = Extracellular-signal regulated kinase, gp130 = 
Glycoprotein 130, IκB = Inhibitor of kappa B, IL-6 = Interleukin 6, IL-6R = Interleukin 6 Rezeptor, 
JAK = Janus activated kinase, JNK = c-Jun N-terminal kinase, MAPK = Mitogen activated protein kinase, 
NF-IL6 = Nuclear factor interleukin 6, NFκB = Nuclear factor kappa B, STAT3 = Signal transducer and 
activator of transcription 3, TNFα = Tumornekrosefaktor alpha, TNFR1 = Tumornekrosefaktor-Rezeptor 
1, TRPV1 = Transient receptor potential vanilloid 1 
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2.2.2. Posttranslationale Modulation des TRPV1
Für die Veränderung der Wahrnehmung noxischer Reize ist vor allem die 
posttranslationale Modulation des TRPV1 mittels Phosphorylierung verantwortlich. 
Diese kann durch verschiedene Botenstoffe ausgelöst werden, zu denen vor allem die in 
Abschnitt 2.1. genannten Mediatoren gehören, die im Rahmen von Entzündungen durch 
verschiedene Zelltypen ausgeschüttet werden. Diese aktivieren intrazelluläre 
Signalkaskaden, welche letztlich zur Phosphorylierung führen. Dies äußert sich in einer 
gesteigerten Offenwahrscheinlichkeit des Kanals, einer verringerten Aktivierungs-
schwelle oder einer reduzierten Desensibilisierung des Kanals. Daneben sind einige der 
Substanzen dazu in der Lage, die Proteinexpression des TRPV1 und dessen Einbau in die 
Zellmembran zu steigern (Huang et al. 2006a, b). Zudem können sogenannte „sleeping 
nociceptors“ aktiviert werden, also Neurone die zuvor nicht auf noxische Reize reagiert 
haben (Mizumura 1997).  
Eine Übersicht ist in Abbildung 12 dargestellt. Auf die Rolle der einzelnen 
inflammatorischen Mediatoren wird in den folgenden Abschnitten eingegangen.  
Abbildung 12:
Übersicht über intrazelluläre Signalkaskaden, die zu einer Phosphorylierung bzw. 
einem gesteigerten Membraneinbau des TRPV1 führen können
(eigene Abbildung: modifiziert nach Huang et al. 2006a)
Die verschiedenen Signalwege sind im Abschnitt 2.2.2. („PGE2“, „NGF“, „weitere 
inflammatorische Mediatoren“) detailliert erklärt.
ATP = Adenosintriphosphat, NGF = Nerve growth factor, PGE2 =Prostaglandin E2, PGI2 = Prostaglandin 
I2, PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase, PKA = Proteinkinase A, PKCε = Proteinkinase C epsilon, PLC = 
Phospholipase C, TRPV1 = Transient receptor potential vanilloid 1
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Prostaglandin E2 und I2
Die Prostaglandine PGE2 und PGI2 spielen im Rahmen der Sensibilisierung peripherer 
Nerven eine entscheidende Rolle. Beide sind in der Lage, die Zellantwort von 
Nozizeptoren auf den TRPV1 Agonisten Capsaicin in gleichem Maße zu steigern 
(Pitchford und Levine 1991; Bley et al. 1998). Dafür agieren sie an den jeweiligen 
Rezeptoren (EP1-4 bzw. IP), die von Nozizeptoren exprimiert werden, und aktivieren 
unterschiedliche intrazelluläre Signalkaskaden. Über den EP1 Rezeptor wird die 
Phospholipase C (PLC) aktiviert, die wiederum über Diacylglycerin (DAG) die 
Proteinkinase C (PKC) aktiviert. Im Rahmen der Sensibilisierung von Schmerzneuronen 
ist vor allem die PKCε von Bedeutung (Cesare et al. 1999). Diese ist in der Lage, den 
TRPV1 zu phosphorylieren, was zu einer Sensibilisierung des Kanals, aber nicht zur 
Aktivierung, führt. Die für die PKC entscheidenden Phosphorylierungsstellen sind dabei 
die Aminosäuren S(Serin)800, S502 und T(Threonin)704 (Bhave et al. 2003). Dabei ist 
nach wie vor nicht geklärt, ob die Phosphorylierung der unterschiedlichen Aminosäuren 
entsprechend unterschiedliche Effekte auf die veränderte Wahrnehmung chemischer 
(Capsaicin) und thermischer Reize, sowie auf pH-Veränderungen hat (Wang et al. 2015; 
Bhave et al. 2003; Vellani et al. 2001). Neben der Phosphorylierung der PKC ist die PLC 
auch in der Lage, Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3)
zu phosphorylieren. PIP2 steht in Verdacht, eine Aktivierung des TRPV1 tonisch zu 
unterdrücken, weshalb ein Abbau zu einer verstärkten Aktivität beitragen könnte 
(Prescott und Julius 2003). Diese Hypothese konnte allerdings bislang nicht eindeutig 
belegt werden und wird von einigen Autoren hinterfragt (Stein et al. 2006; Zhang et al. 
2008). Über den EP2 und den EP4 Rezeptor wird vor allem die Adenylatcyclase aktiviert, 
welche Adenosintriphosphat (ATP) in cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) 
umwandeln kann. Dieses aktiviert als second messenger wiederum die Proteinkinase A, 
die dann in der Lage ist, den TRPV1 zu phosphorylieren (Bley et al. 1998; Zhang et al. 
2008). Dabei unterscheiden sich die Phosphorylierungsstellen von denen der PKC. So 
greift die PKA vor allem an den Aminosäuren T370 und S116 an und moduliert hierüber 
die Sensibilisierung des TRPV1 (Bhave und Gereau 2004). PGI2 agiert am IP Rezeptor 
und kann sowohl über den PKA- als auch über den PKC Signalweg zur Phosphorylierung 
des TRPV1 beitragen (Moriyama et al. 2005; Bley et al. 1998).
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Nerve growth factor (NGF) 
NGF ist eine der ersten Substanzen, die im Rahmen von Entzündungen schnell freigesetzt 
wird und ebenfalls zur Sensibilisierung von Nozizeptoren beiträgt. Auch auf zellulärer 
Ebene konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe von NGF ein Teil der Schmerz-
sensitiven Neurone stärker auf Stimuli wie Hitze oder Capsaicin reagiert (Galoyan et al. 
2003; Bonnington und McNaughton 2003). NGF agiert dabei an dem Rezeptor trkA 
(Tropomyosin receptor kinase A), der ähnlich den im vorigen Abschnitt genannten EP 
Rezeptoren verschiedene intrazelluläre Signalwege in Gang setzen kann. Durch den 
Einsatz von verschiedenen Inhibitoren für Schlüsselenzyme wurde deren Rolle für die 
NGF-induzierte Sensibilisierung nachgewiesen. Galoyan et al. zeigten, dass durch 
Inhibition der Phospholipase C die durch NGF gesteigerte Zellantwort auf einen Hitze-
Stimulus vollständig gehemmt wird (Galoyan et al. 2003). Dabei handelt es sich um den 
Signalweg über die PLCγ, welche wiederum die PKCε aktiviert und somit zur 
Phosphorylierung des TRPV1 an den Aminosäuren S502 und S800 führt (Zhang et al. 
2005). Eine Hemmung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) reduzierte ebenfalls eine 
durch NGF gesteigerte Capsaicin Antwort (Bonnington und McNaughton 2003). Der 
hierfür verantwortliche Signalweg führt über die Aktivierung der PKCδ, welche ihrerseits 
die Tyrosinkinase Src aktiviert. Diese ist in der Lage, intrazellulär gelagerte TRPV1-
Kanäle an der Stelle Y200 zu phosphorylieren und dadurch für eine erhöhte 
Membranexpression des Kanals zu sorgen („TRPV1 trafficking“) (Zhang et al. 2005; 
Stein et al. 2006; Puntambekar et al. 2005). Daneben kann durch NGF der Ras-Raf-
MAPK (Mitogen activated protein kinase) Signalweg aktiviert werden, welcher zu einer 
gesteigerten Proteinexpression des TRPV1 führt, ohne dass dabei die Transkription 
gesteigert wird (Puntambekar et al. 2005; Bron et al. 2003; Ji et al. 2002). Über diesen 
Weg kann auch die Anzahl der immunzytochemisch TRPV1 positiven Neurone gesteigert 
werden (Ji et al. 2002). Die Bildung von Neurotransmittern wird ebenfalls durch NGF 
reguliert. So steigt die transkriptionale Expression von Substanz P und CGRP nach 
Zugabe von NGF (Lindsay und Harmar 1989; Woolf et al. 1994). 
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Weitere inflammatorische Mediatoren 
Neben Prostaglandinen und NGF sind auch Bradykinin, Histamin und ATP im 
Zusammenhang mit der Sensibilisierung von Nozizeptoren detailliert untersucht worden. 
Bradykinin agiert über den B1 oder B2 Rezeptor (Soares et al. 2017). Über den PKCε
Signalweg kommt es wie zuvor beschrieben zur Phosphorylierung des TRPV1 (Zhang et 
al. 2008; Cesare et al. 1999). Dadurch sinkt zum einen die Aktivierungstemperatur 
(Cesare und McNaughton 1996; Sugiura et al. 2002), zum anderen steigt die 
Offenwahrscheinlichkeit des Rezeptors (Vellani et al. 2001). Auch Histamin führt zu 
einer gesteigerten Zellantwort auf thermische Reize, welche durch Blockade der PKC 
mittels Staurosporin reduziert wurde (Mizumura et al. 2000). Allerdings hat Histamin 
auch direkte exzitatorische Effekte und ist in der Lage, Nozizeptoren zu aktivieren. In 
vivo konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz von Antagonisten am Histamin 
Rezeptor die Entwicklung von thermischer Hyperalgesie stark reduziert wird (Zuo et al. 
2003). Auch ATP ist im Rahmen der Sensibilisierung peripherer Nerven von Bedeutung. 
So konnte in elektrophysiologischen Versuchen gezeigt werden, dass ATP die 
Ionenströme, hervorgerufen durch Capsaicin oder Protonen, signifikant verstärkt und den 
Aktivierungsschwellenwert für thermische Reize von 42 °C auf 35 °C herabsetzt  
(Tominaga et al. 2001). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass auch für die 
Sensibilisierung durch ATP die Proteinkinase C von Bedeutung ist. Der für diesen Effekt 
verantwortliche ATP Rezeptor ist eher der P2Y2 (Purinozeptor 2) als der P2Y1. Hier 
konnte eine Co-Expression in TRPV1 exprimierenden Neuronen gezeigt werden. 
Außerdem zeigten knockout Mäuse, welche den P2Y1 Rezeptor nicht mehr exprimieren 
können, in in vivo Versuchen nach wie vor thermische Hyperalgesie und auch auf 
zellulärer Ebene verstärkte Zellantworten (Moriyama et al. 2003). Für die Verarbeitung 
von Schmerzreizen und deren Modulation im Rahmen von Entzündungen spielt auch die 
Gruppe der Chemokine eine wichtige Rolle, deren Bedeutung aber noch nicht im Detail 
geklärt ist. Es konnte gezeigt werden, dass bei peripherer Injektion der Chemokine CCL2, 
CCL3, CCL5 und CXCL12 Schmerzverhalten ausgelöst wird (Kiguchi et al. 2012). Dabei 
sind diese zum einen in der Lage, Nozizeptoren direkt zu aktivieren (Oh et al. 2001). Zum 
anderen können sie den TRPV1 über den PLCβ-PKC Signalweg modulieren (White et al. 
2007). In den letzten Jahren ist ein weiterer Mechanismus in den Fokus der 
Untersuchungen gerückt. 2006 konnten Wadachi et al. zeigen, dass Nozizeptoren, die den 
TRPV1 exprimieren, zum Teil auch den Toll-like Rezeptor 4 (TLR-4) bilden und damit 
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auch direkt auf inflammatorische Stimuli, wie das in Zellmembranen gram-negativer 
Bakterien exprimierte Lipopolysaccharid (LPS) reagieren können (Wadachi und 
Hargreaves 2006). LPS kann somit an Nozizeptoren binden und diese direkt aktivieren 
(Diogenes et al. 2011). Es führt aber auch zu einer Sensibilisierung der Nozizeptoren auf 
noxische Reize, wie Capsaicin, wobei der intrazelluläre Signalweg noch nicht endgültig 
geklärt ist. Auch die in Abschnitt 2.2.1. beschriebenen Zytokine TNFα und IL-6 haben 
neben ihrer Funktion auf transkriptionaler Ebene auch die Fähigkeit die posttranslationale 
Modulation des TRPV1 zu beeinflussen. TNFα führt über den ERK Signalweg und eine 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Egr-1 zu einer vermehrten Expression und 
Aktivität der Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5), die den TRPV1 an der Aminosäure 
T(Threonin)406 phosphorylieren kann (Jendryke et al. 2016; Utreras et al. 2009). IL-6 ist 
in der Lage, den TRPV1 über den PKCδ Signalweg zu modulieren. Dabei kommt es nach 
Binden des IL-6/IL-6-Rezeptor Komplexes an die gp130 Einheit zur Aktivierung einer 
Janus activated kinase (JAK), welche die Proteinkinase C δ aktiviert, die schließlich den 
TRPV1 direkt phosphorylieren kann und damit zu einer gesteigerten Zellantwort auf 
thermische Reize und einer Reduzierung der Aktivierungsschwelle auf thermische Reize 
beiträgt (Obreja et al. 2005). Auch für Interleukin 1 beta (IL-1β) sind posttranslationale 
Modulationsmechanismen beschrieben. Dabei führt die Bindung von IL-1β an den IL-1 
Rezeptor zur Aktivierung von Proteinkinasen sowie Protein Tyrosin Kinasen (PTK), 
welche in der Lage sind, den TRPV1 zu phosphorylieren. Eine Blockade des jeweiligen 
Signalweges führte zur Reduzierung des Sensibilisierungseffektes von IL-1β (Obreja et 
al. 2002a). 
 
2.2.3. Posttranslationale Modulation des TRPM8 
Der kältesensititve TRPM8 ist bislang, auch aufgrund seiner späteren Entdeckung, 
deutlich weniger intensiv untersucht worden als der TRPV1. Es konnten allerdings schon 
interessante Effekte inflammatorischer Stimuli auf den TRPM8 nachgewiesen werden. 
Dabei kommt es, entgegengesetzt zu den Beobachtungen beim TRPV1, zu einer 
Desensibilisierung des Kanals durch Bradykinin und Prostaglandin E2 (Linte et al. 2007). 
Bradykinin bindet an den Bradykinin Rezeptor 2 (B2), was zur Aktivierung der 
Phospholipase C (PLC) führt (vergleiche Abschnit 2.2.2.). Diese spaltet PIP2 in DAG und 
IP3, wobei DAG wiederum die Proteinkinase C aktivieren kann. Diese führt hier 
allerdings anders als beim TRPV1 nicht zur Sensibilisierung des Kanals, sondern zu einer 
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Desensibilisierung (Daniels et al. 2009; Latorre et al. 2011; Premkumar et al. 2005). Der 
hierfür verantwortliche Mechanismus ist nicht geklärt (Yudin und Rohacs 2012).
Prostaglandin E2 agiert an EP Rezeptoren und führt vor allem zur Aktivierung der 
Adenylatcyclase, die ATP zu cAMP abbaut. cAMP ist in der Lage, die Proteinkinase A 
zu aktivieren, welche den TRPM8 durch Phosphorylierung desensibilisiert (Latorre et al. 
2011). Auch durch NGF kam es zu einer verminderten Zellantwort auf Menthol- und 
Kälte-Reize und damit zu einer Desensibilisierung des TRPM8 (Liu und Qin 2005). Diese 
Effekte weisen auf eine Art Gegenspieler-Rolle des TRPM8 zum TRPV1 hin. Eine 
Herabregulation einer möglichen schmerzlindernden Wirkung des TRPM8 könnte dabei 
zu der gesteigerten Schmerzwahrnehmung durch den TRPV1 zusätzlich beitragen. 
2.2.4. Posttranslationale Modulation spannungsabhängiger Natrium- und 
Calcium-Kanäle 
Eine weitere Möglichkeit der Modulation, die zu einer Steigerung der Schmerz-
wahrnehmung führt, besteht darin, die Weiterleitung des Reizes zu beeinflussen. 
Zunächst sind hierfür spannungsabhängige Natrium-Kanäle von Bedeutung, die sich 
öffnen, wenn die Membranspannung sich verändert. Diese liegt bei Nervenzellen in Ruhe 
bei etwa -80 mV. Wird zum Beispiel ein Nozizeptor durch einen noxischen Stimulus 
aktiviert, kommt es zum Einstrom von Kationen durch den TRPV1 und dadurch steigt 
das Membranpotential. Erreicht es einen Schwellenwert von etwa -50 mV, öffnen 
schlagartig spannungsabhängige Natrium-Kanäle, welche aufgrund des 
Konzentrationsgradienten zu einem Natriumeinstrom und damit einem weiteren Anstieg 
des Membranpotentials auf bis zu +30 mV führen (von Engelhardt 2015; Behrends et al. 
2017). Durch Veränderungen an spannungsabhängigen Natrium-Kanälen kann es also zu 
einer verstärkten Reizweiterleitung kommen. Für die Vermittlung und Modulation von 
Schmerzreizen ist besonders die Gruppe der Tetrodotoxin (TTX)-resistenten Natrium-
Kanäle und hier vor allem der Nav1.7, der Nav1.8 (auch SNS für sensory neuron specific)
und der Nav1.9 (auch SNS2) von Bedeutung (Bhave und Gereau 2004; Amaya et al. 
2000). In elektrophysiologischen Studien an einzelnen Schmerzneuronen konnte gezeigt 
werden, dass inflammatorische Mediatoren, wie PGE2, Adenosin oder Serotonin, den 
Natriumstrom durch spannungsabhängige, Tetrodotoxin-resistente Natrium-Kanäle 
steigern können (Gold et al. 1996b). Der verantwortliche Signalweg verläuft für den 
Nav1.8 vor allem über die Proteinkinase A (PKA), die durch Phosporylierung an den 
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Aminosäuren S(Serin)463, S487, S499, S510 und S536 die Erregbarkeit und den 
Ionenstrom steigern kann (England et al. 1996; Fitzgerald et al. 1999; Bhave und Gereau 
2004). Auch TNFα ist in der Lage, über den p38 MAPK Signalweg die Erregbarkeit 
spannungsabhängiger, TTX-resistenter Natrium-Kanäle zu steigern (Jin und Gereau 
2006). 
Gelangt ein eingehendes Aktionspotential an die Präsynpse, so sorgt es durch Aktivierung 
spannungsabhängiger Calcium-Kanäle für einen Einstrom von Ca++-Ionen, wodurch die 
Ausschüttung der Transmitter aus Vesikeln in den synaptischen Spalt induziert wird 
(Doan 2010). Eine Modulation an den Calcium-Kanälen kann also die 
Transmitterausschüttung und damit die Reizübertragung auf ein sekundäres afferentes 
Neuron bzw. ein Interneuron im Dorsalhorn des Rückenmarks direkt beeinflussen. 
Spannungsabhängige Calcium-Kanäle werden in drei Familien eingeteilt, Cav1 (L-Typ), 
Cav2 mit den Untergruppen Cav2.1 (P/Q-Typ), Cav2.2 (N-Typ) und Cav2.3 (R-Typ), 
sowie Cav3 (T-Typ). Sie setzen sich dabei aus den Untereinheiten α1, β, γ und α2δ 
zusammen (Doan 2010). Für die Übertragung nozizeptiver Reize an der Synapse sind 
besonders die Typen der Cav2 Familie interessant. Kanäle vom P/Q-Typ (Cav2.1) werden 
an der Präsynapse im Dorsalhorn exprimiert und sind an der Ausschüttung von diversen 
sowohl exzitatorischen (Glutamat, Dopamin, Serotonin) als auch inhibitorischen 
Neurotransmittern (GABA, Glycin) beteiligt (Vanegas und Schaible 2000). Mäuse mit 
Mutationen im Gen für den Cav2.1 zeigten verminderte Sensibilität auf schmerzhafte 
Reize und weisen auf eine pronozizeptive Rolle des Kanals hin (Fukumoto et al. 2009). 
Der Cav2.2 (N-Typ) wird ebenfalls vor allem präsynaptisch von Neuronen der 
Spinalganglien gebildet, wo er unter anderem für die Freisetzung der Transmitter 
Glutamat, Substanz P und CGRP, aber auch GABA verantwortlich ist (Evans et al. 1996; 
Vanegas und Schaible 2000; Doan 2010). Deren Freisetzung ist im Rahmen von 
Entzündungen gesteigert und kann durch Blockade des Cav2.2 reduziert werden, was auf 
eine direkte Beteiligung an dem gesteigerten Schmerzempfinden hinweist (Doan 2010). 
Spannungsabhängige Calcium-Kanäle vom N-Typ und deren Modulierbarkeit im 
Rahmen von Entzündungen sind bislang am intensivsten untersucht worden. So konnte 
gezeigt werden, dass es durch die Proteinkinase C, aktiviert durch inflammatorische 
Mediatoren wie Bradykinin (siehe Abbildung 12), zur Phosphorylierung des Cav2.2 an 
den Aminosäuren T(Threonin)422 und T425 und damit zu einer gesteigerten Kanal-
Aktivität und Transmitterausschüttung kommt (Bhave und Gereau 2004). Auch über den 
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Proteinkinase A (PKA) Signalweg, zum Beispiel induziert durch PGE2, kann es zur 
Phosphorylierung von N-Typ Calcium-Kanälen und damit zu einem gesteigerten 
Calcium-Ionenstrom und einer verstärkten Transmitterausschüttung  kommen (Bhave 
und Gereau 2004; Nicol et al. 1992). Nach der Entdeckung der Gabapentinoide zur 
Behandlung von neuropathischem Schmerz (siehe Abschnitt 2.4.) trat vor allem die α2δ-
1 Untereinheit in den Fokus der Untersuchungen. Hierbei wurde herausgefunden, dass 
diese in Tiermodellen zum neuropathischen Schmerz verstärkt exprimiert wird. Durch in
situ-Hybridisierung wurde gezeigt, dass sowohl die Anzahl der exprimierenden Neurone, 
als auch die Signalintensität in diesen nach partiellen Nervenschädigungen um ein 
vielfaches ansteigt, während die α1 und β Untereinheiten nicht beeinflusst werden 
(Newton et al. 2001; Luo et al. 2001). Außerdem zeigten Luo et al., dass diese 
Hochregulation auf mRNA Ebene, also transkriptional, vonstattengeht und von 
entscheidender Bedeutung für mechanische Allodynie ist (Luo et al. 2001, 2002).  
2.3. Von akutem zu neuropathischem Schmerz 
Die oben genannten Abläufe beziehen sich weitestgehend auf das akute 
Schmerzempfinden und haben pathophysiologisch die Aufgabe den Körper zu schützen. 
Dies geschieht sowohl durch die Detektion noxischer Reize (Abschnitt 1), als auch durch 
die Sensibilisierung von Neuronen auf Schmerzreize im Rahmen von Entzündungen und 
Verletzungen, um entsprechende Regionen besonders zu schonen (Abschnitt 2). Diese 
Vorgänge haben für die Dauer des Geschehens eine schützende Wirkung und sind nach 
dem Abklingen der Entzündung bzw. dem Ausheilen einer Verletzung reversibel (Woolf 
und Mannion 1999). Bleiben Schmerz und Überempfindlichkeit dennoch bestehen, 
entwickelt sich der Schmerz vom Krankheitssymptom zur Krankheit selbst und wird als 
pathologischer oder neuropathischer Schmerz bezeichnet (Dinakar und Stillman 2016).
Patienten empfinden dabei sowohl stimulus-unabhängige, spontane Schmerzen, als auch 
die zuvor beschriebenen Symptome der Überempfindlichkeit auf noxische und nicht-
noxische Reize (Hyperalgesie und Allodynie). Die hierfür verantwortlichen 
pathophysiologischen Mechanismen können sehr unterschiedlich und komplex und die 
Gründe vielfältig sein. Diese reichen von traumatischen über toxische, infektiöse und 
immun-mediierte bis hin zu metabolischen und Medikamenten-induzierten Ursachen 
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(Woolf und Mannion 1999). Zudem können Veränderungen in jedem Abschnitt der 
schmerzvermittelnden Signalwege zu persistierendem Schmerz führen. Es können also 
zum einen Veränderungen im peripheren, zum anderen auch im zentralen Nervensystem, 
sowohl im aufsteigenden, als auch im absteigenden Teil, sowie in der komplexen sehr 
individuellen emotionalen Empfindung von Schmerzen dazu führen, dass Schmerzen 
ohne entsprechende noxische Reize wahrgenommen werden. Es lassen sich folglich ganz 
grundsätzlich periphere und zentrale Mechanismen unterscheiden, wobei sich im 
Folgenden auf die peripheren Mechanismen beschränkt werden soll. Ausgangspunkt für 
neuropathischen Schmerz ist in der Regel eine Schädigung des Nerven und die damit 
verbundene Sensibilisierung durch Neuromodulatoren (siehe Abschnitt 2.2.). Was genau 
für den anschließend anhaltenden Schmerz verantwortlich ist, ist bis heute nicht geklärt. 
Die ursprüngliche Entzündung in der Peripherie bildet sich zurück und die dort vor allem 
von Immunzellen freigesetzten Neuromodulatoren spielen dann nur noch eine 
untergeordnete Rolle. Auch die von ihnen induzierten, kurz andauernden post-
translationalen Mechanismen werden wieder inaktiv. Bei andauerndem neuropathischem 
Schmerz kommt es vielmehr zu einer strukturellen und funktionellen Umstrukturierung 
des Neurons durch Veränderungen in der Genexpression von Neuromodulatoren, 
Ionenkanälen, G-Protein gekoppelten Rezeptoren und Strukturproteinen (Dinakar und 
Stillman 2016). Für den anhaltenden Effekt spielen auch die durch die Sensibilisierung 
des Nerven aktivierten peripheren Gliazellen (Schwann-Zellen & Satellitenglia-Zellen) 
und ortsständigen Makrophagen entlang des Axons und in den Spinalganglien eine Rolle. 
Diese können durch die Bildung von Zytokinen (TNFα und IL-6) und anderen 
Modulatoren primäre sensorische Neurone auch nach dem Abklingen der Entzündung am 
ursprünglichen Ort des Geschehens weiterhin beeinflussen. Insgesamt gibt es vielfältige 
Überschneidungen zwischen inflammatorischem und neuropathischem Schmerz und die 
genauen Ursachen, die zum Persistieren des Schmerzes führen, sind nach wie vor 
ungeklärt.  
Literaturübersicht 
45
2.4. Therapieansätze zur Behandlung von inflammatorischem und 
neuropathischem Schmerz 
Die in Abschnitt 1 und 2 beschriebenen peripheren sowie auch die zahlreichen 
zentralnervösen Mechanismen bieten vielfältige Ansatzmöglichkeiten für eine 
medikamentelle Therapie von Schmerzen sowie verstärktem Schmerzempfinden im Zuge 
von inflammatorischem und neuropathischem Schmerz. Gleichzeitig stellt aber eben 
diese Komplexität eine Schwierigkeit für die pharmazeutische Industrie dar, da es nicht 
einen konkreten Angriffspunkt gibt, sondern viele Mechanismen ineinander greifen.  
Die naheliegendste Option wäre, den Schmerz-detektierenden Kanal direkt durch einen 
Antagonisten zu blockieren. An solchen direkten TRPV1 Antagonisten wird nach wie vor 
intensiv geforscht, allerdings stellt zum einen die Polymodalität des Rezeptors, also das 
unterschiedliche Ansprechen auf diverse noxische Reize (Agonisten, thermische Reize, 
pH-Veränderungen) ein Problem dar. Zum anderen zeigten Antagonisten des TRPV1 
zum Teil thermoregulatorische Nebenwirkungen (siehe Abschnitt 1.1.1.) (Roberts und 
Connor 2006; Jara-Oseguera et al. 2008). Da Capsaicin, als direkter TRPV1 Agonist, eine 
desensibilisierende Wirkung hat, ist auch der Einsatz von Capsaicin und -Analoga 
vielfach untersucht worden und aktuell befindet sich in Deutschland ein transdermales 
Präparat in Form eines Pflasters (Qutenza©) auf dem Markt (EB 2010; Knotkova et al. 
2008). Der Nachteil liegt allerdings in dessen initial schmerzauslösender Wirkung, bevor 
es anschließend durch die Desensibilisierung zum mehrere Wochen anhaltenden, 
reduzierten Schmerzempfinden kommt (Roberts und Connor 2006).  
Einen weiteren denkbaren Angriffspunkt stellen die spannungsabhängigen Natrium-
Kanäle dar. Hier liegt das größte Problem in dem nahezu ubiquitären Vorkommen von 
Natrium-Kanälen im Nervensystem und deren Bedeutung für die Weiterleitung von 
Aktionspotentialen jeglicher Art. Eine lokale Blockade von Natrium-Kanälen macht man 
sich in der Lokalanästhesie, zum Beispiel beim Einsatz von Lidocain, zu Nutze. Dabei
geht jedoch nicht nur die Empfindung von noxischen Reizen verloren, sondern jede 
sensorische sowie auch motorische Aktivität des betäubten Nervs. Für einen sinnvollen 
Einsatz in der Schmerztherapie bedarf es für die Nozizeption spezifischer Kanäle. Hierbei 
ist in den letzten Jahren vor allem der Nav1.7 in den Fokus der Untersuchungen gerückt, 
der spezifisch für periphere Neurone zu sein scheint. Nav1.7 knockout Mäuse zeigten 
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einen Verlust von Schmerzempfinden, der auch bei Menschen mit einem solchen 
Gendefekt festgestellt wurde. Diese Beobachtungen machen den Nav1.7 zu einem 
interessanten Angriffspunkt für Therapeutika, allerdings bedarf es hierfür weiterer 
Untersuchungen (Emery et al. 2016; Dib-Hajj et al. 2009; King und Vetter 2014).  
Auch die in Abschnitt 2.2.4. beschriebenen Calcium-Kanäle stellen einen möglichen 
Angriffspunkt in der Schmerztherapie dar. Aus dem Gift der Kegelschnecke (Conus 
magus), dem Conotoxin, wurden verschiedene Isoformen synthetisiert, die sehr spezifisch 
für bestimmte Kanäle sein können. Zu den Calcium-Kanal Blockern gehört die Gruppe 
der ω-Conotoxine, die spezifisch Kanäle vom P/Q- und N-Typ blockieren. Als 
Medikament befindet sich derzeit Ziconotid (auch ω-Conotoxin MVIIA, Präparatname: 
Prialt©) auf dem Markt, was eine schmerzlindernde Wirkung bei akutem Schmerz 
aufweist. Zudem stellt es eine Alternative zum Einsatz von Opioiden dar, bei denen es 
bei lang anhaltender Therapie zu Toleranz und Abhängigkeit kommen kann (McGivern 
2007; Schneider und Ruppen 2017). Eine weitere interessante Medikamentengruppe zur 
Behandlung chronischer Schmerzen bei Menschen und Tieren stellen die Gabapentinoide 
dar. Diese wurden ursprünglich als Strukturanaloga des inhibitorischen Neurotransmitters 
GABA (γ-Aminobuttersäure) synthetisiert, weisen aber keine Wirkung an GABA 
Rezeptoren auf, sondern wirken eher an spannungsabhängigen Calcium-Kanälen an der 
Präsynapse im Dorsalhorn des Rückenmarks (Hamann 2017). Hierbei binden sie vor 
allem an die α2δ-1 Untereinheit und inhibieren den Calcium-Einstrom an der Präsynapse 
und damit verbunden die Ausschüttung von Neurotransmittern (Field et al. 2006; Sutton 
et al. 2002; Sutton et al. 2003; Martin et al. 2002; Sarantopoulos et al. 2002; Cunningham 
et al. 2004). Neuere Studien weisen jedoch auf deutlich komplexere Wirkungsweisen hin. 
So wird ein Einfluss auf den intrazellulären Transport der α2δ-1 Untereinheit zur 
Membran hin („trafficking“) diskutiert (Hendrich et al. 2008; Bauer et al. 2009). 
Gabapentinoide scheinen außerdem einen Einfluss auf die Inflammation, im Sinne einer 
reduzierten Aktivierung von Mikroglia und damit geringeren Freisetzung von Zytokinen, 
zu haben (Wodarski et al. 2009; Kukkar et al. 2013). Eine antiinflammatorische Wirkung 
von Gabapentin konnte auch in anderen Zusammenhängen beobachtet werden. So zeigten 
Yamaguchi et al. einen solchen Effekt auf humane Glioblastoma Astrozytoma Zellen  
nach Substanz P Stimulation. Dabei beobachteten sie einen Einfluss auf die 
intrazellulären Signalwege über die p38 MAP Kinase sowie NFκB (Yamaguchi et al. 
2017). Anfuso et al. untersuchten Gabapentinoide im Zusammenhang mit okulären 
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Entzündungen und konnten auch hier eine Reduktion der LPS-induzierten Expression von 
inflammatorischen Mediatoren durch Gabapentin nachweisen (Anfuso et al. 2017). Die 
Wirkungen der Gabapentinoide scheinen also weitaus komplexer zu sein als anfangs 
angenommen und bedürfen weiterer Untersuchungen. 
Neben den genannten Ansätzen mit dem Ziel, die für die Reizwahrnehmung,                        
-weiterleitung und -übertragung verantwortlichen Ionenkanäle pharmakologisch zu 
beeinflussen, spielen auch die inflammatorischen Mediatoren und deren 
Produktionswege eine wichtige Rolle als Angriffspunkt für Medikamente. Zu den am 
häufigsten als Schmerzmittel eingesetzten Medikamenten gehört die Gruppe der 
NSAID’s (non-steroidal anti-inflammatory drugs) mit ihren berühmtesten Vertretern 
Acetylsalicylsäure (Aspirin© u.a.), Diclofenac (Voltaren© u.a.) und Ibuprofen 
(Ibuflam© u.a.) (Hamza und Dionne 2009). Die Wirkung der meisten NSAID’s beruht 
auf der Unterdrückung der Prostaglandin-Synthese auf Ebene des Enzyms 
Cyclooxygenase (COX). Von diesem Enzym gibt es im Körper zwei Isoformen. Die 
COX-1, die nicht induzierbar ist und vielfältige homöostatische Funktionen im Körper 
hat, und die COX-2, die durch inflammatorische Stimulation induzierbar ist und vor allem 
durch die Bildung von Prostaglandinen zur Immunantwort des Körpers beiträgt. Für den 
gewünschten antiinflammatorischen und analgetischen Effekt von NSAID’s spielt also 
vor allem die Inhibition der COX-2 eine Rolle. Darum wurde sich vermehrt auf die 
Entwicklung COX-2 selektiver NSAID’s konzentriert, wodurch sich unerwünschte 
Arzneimittelwirkungen durch Hemmung der COX-1 verhindern lassen (Samad und Abdi 
2001). Die Wirkungen von NSAID’s scheinen aber deutlich vielfältiger zu sein und sich 
nicht allein auf die Hemmung der COX zu beschränken (für einen Überblick siehe: 
Hamza und Dionne 2009). Zudem wurde inzwischen auch ein direkter inhibitorischer 
Effekt auf die Aktivierung von TRP-Kanälen (TRPA1 und TRPV1) entdeckt, der zu der 
analgetischen Wirkung der NSAID’s beitragen könnte (Nozadze et al. 2016). 
Neuere Ansätze in der Schmerztherapie befassen sich mit einer Blockade der 
Prostaglandin Rezeptoren (EP1-4) (Kirkby Shaw et al. 2016). So erhielt im Januar 2018 
das Medikament Grapiprant (Galliprant©) die Genehmigung für das Inverkehrbringen
innerhalb der EU (European Medicines Agency 2018). Grapiprant ist ein EP4-Rezeptor 
Antagonist. In Tiermodellen von inflammatorischem Schmerz zeigte es eine schnell 
einsetzende antinozizeptive Wirkung (De Vito et al. 2017). Zugelassen ist es für Hunde 
zur Behandlung von Schmerzen im Zuge einer Osteoarthritis. 
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Auch Anti-Zytokin Therapien werden für die Behandlung von inflammatorischem und 
auch neuropathischem Schmerz diskutiert (Schäfers und Sommer 2007; Palladino et al. 
2003). Dabei geht es darum, entweder die Produktion und Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen (TNFα, IL-6, IL-1β) oder deren Wirkung am jeweiligen 
Rezeptor zu blockieren. Insbesondere der langfristige Einsatz im Zusammenhang mit der 
Therapie von neuropathischem Schmerz ist jedoch aufgrund der vielfältigen Aufgaben 
der Zytokine im Organismus fraglich. Daher könnte ein weiterer Ansatz zur Behandlung 
darin liegen, nicht die proinflammatorischen Zytokine zu inhibieren, sondern das 
Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen hin zu den 
antiinflammatorischen (z.B. IL-10) zu verschieben (Schäfers und Sommer 2007). Für 
Interleukin-10 konnte dabei bereits gezeigt werden, dass es nach intrathecaler Injektion 
von IL-10 Plasmid DNA zu einer lang anhaltenden Reduktion von neuropathischem 
Schmerz kommt (Milligan et al. 2006). 
Insgesamt lässt sich festhalten, dass es für die Behandlung von inflammatorischem und 
neuropathischem Schmerz bislang keine Therapiemöglichkeiten ohne unerwünschte 
Nebeneffekte gibt. Dies liegt zum einen daran, dass es schwierig ist spezifische Kanäle 
im nozizeptiven System zu beeinflussen, ohne dabei auch auf andere zentralnervöse 
Strukturen einzuwirken. Zum anderen spielen viele inflammatorische Mediatoren und 
intrazelluläre Signalwege, die im Rahmen von neuropathischem und inflammatorischem 
Schmerz von Bedeutung sind, auch bei zahlreichen weiteren physiologischen und 
pathophysiologischen Vorgängen eine Rolle und stellen damit kein optimales Ziel für 
pharmakologische Interventionen dar. 
Es bedarf also auch weiterhin intensiver Forschung, um einerseits die Physiologie der 
Schmerz-Wahrnehmung und andererseits die pathophysiologischen Vorgänge im Zuge 
der Sensibilisierung nozizeptiver Neurone besser zu verstehen. Nur dann lassen sich auch 
neue mögliche Angriffspunkte für Therapeutika entdecken, um Schmerz besser als 
bislang behandeln zu können. 
 
 Zellkultur als Alternative zum Tierversuch 
 
Im Rahmen der Projekte, deren Ergebnisse in dieser Doktorarbeit dokumentiert sind, 
wurden Zellkulturen als Alternative zum Tierversuch gewählt, um den Einfluss 
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somatosensorischer und inflammatorischer Stimuli auf einzelne Zellen, sowie den 
Einfluss bestimmter pharmakologisch interessanter Substanzen auf die inflammatorische 
Antwort zu untersuchen. Im Rahmen des 3R-Prinzips, welches 1959 von den britischen 
Wissenschaftlern Russel und Burch in dem Buch „The Principles of Humane 
Experimental Technique“ veröffentlicht wurde, gilt es Tierversuche so weit wie möglich 
zu ersetzen (Replacement), die Anzahl an Versuchstieren zu minimieren (Reducement) 
und notwendige Tierversuche zu optimieren (Refinement) (Liebsch et al. 2011). Dieses 
Prinzip fand mit der EU Richtlinie 2010/63/EU erstmals auch gesetzliche Anerkennung 
und wurde 2013 in dem novellierten Tierschutzgesetz und der Tierschutz-Versuchstier-
Verordnung auch in deutsches Recht umgesetzt. Für die in den Abschnitten 1 und 2 
genannten gewonnenen Erkenntnisse waren zum Teil Tierversuche, auch mit
gentechnisch modifizierten Tieren, unausweichlich, um Funktionen einzelner Kanäle und 
Strukturen, sowie deren Rolle in dem komplexen Zusammenhang des Gesamtorganismus 
nachvollziehen zu können. Um allerdings auf dem bisherigen Wissen aufbauend 
detaillierter zelluläre und molekulare Mechanismen einzelner Zellen zu untersuchen, 
kann zum Teil auch mit Zellkulturen gearbeitet werden. Dabei lassen sich aus einem Tier 
mehrere Zellkulturen einer oder auch mehrerer Strukturen anlegen, welche nach 
unterschiedlicher Behandlung untersucht und verglichen werden können. Dadurch lässt 
sich die Anzahl an Versuchstieren deutlich reduzieren. Zur Untersuchung 
inflammatorischer Einflüsse auf Zellen neuroglialer Primärkulturen hat sich das Modell 
einer Lipopolysaccharid-Stimulation etabliert  (Fuchs et al. 2013; Damm et al. 2017; 
Wuchert et al. 2008; Ott et al. 2010). Dabei können zum einen Effekte auf einzelne Zellen 
immunzytochemisch betrachtet werden, zum anderen lassen sich Veränderungen auf 
mRNA Ebene untersuchen (RT-PCR). Daneben besteht die Möglichkeit nach erfolgter 
Stimulation die Freisetzung bestimmter Botenstoffe in Überständen der Kulturen zu 
messen. Außerdem kann der Einfluss physikalischer (z.B. Temperatur) und chemischer 
(z.B. Neurotransmitter) Stimuli auf die intrazelluläre Calcium-Konzentration untersucht 
werden, was auf die Aktivierung spezifischer Kanäle schließen lässt. Für die Projekte 
dieser Dissertationsschrift wurden bereits am Institut für Veterinär-Physiologie etablierte 
neurogliale Primärzellkulturen von Spinalganglien und dem Nucleus preopticus 
medianus (MnPO) der Ratte verwendet (Simm et al. 2016; Ott et al. 2015).
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ABSTRACT 
 
Primary cultures of rat dorsal root ganglia (DRG) consist of neurons, satellite glial cells and a 
moderate number of macrophages. Measurements of increased intracellular calcium [Ca2+]i 
induced by stimuli, have revealed that about 70% of DRG neurons are capsaicin-
responsive nociceptors, while 10% responded to cooling and or menthol (putative cold-
sensors). Cultivation of DRG in the presence of a moderate dose of lipopolysaccharide 
(LPS, 1 μg/ml) enhanced capsaicin-induced Ca2+-signals. We therefore investigated 
further properties of DRG primary cultures stimulated with 10 μg/ml LPS for a short 
period. Exposure to LPS for 2 h resulted in pronounced release of tumor necrosis factor-
α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) into the supernatants of DRG cultures, increased 
expression of both cytokines in the DRG cells and increased TNF immunoreactivity 
predominantly in macrophages. We further observed an accumulation of the 
inflammatory transcription factors NF-IL6 and STAT3 in the nuclei of LPS-exposed DRG 
neurons and macrophages. In the presence of the cytotoxic agent cisplatin (5 or 10 μg/ml), 
the number of macrophages was decreased significantly, the growth of satellite glial cells 
was markedly suppressed, but the vitality and stimulus-induced Ca2+-signals of DRG 
neurons were not impaired. Under these conditions the LPS-induced production and 
expression of TNF-α and IL-6 were blunted. Our data suggest a potential role for 
macrophages and satellite glial cells in the initiation of inflammatory processes that 
develop in sensory ganglia upon injury or exposure to pathogens.  
 
 
 
 
 
 
Key words: dorsal root ganglia; sensory neurons; satellite glial cells; lipopolysaccharide; 
cytokines; inflammation; cisplatin; Ca2+-imaging; 
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INTRODUCTION 
Dissociated sensory neurons from rat dorsal root ganglia (DRG) can be cultured and 
investigated in vitro since they maintain features and molecules of sensory nerve endings, 
which respond to various chemical or physical stimuli under in vivo conditions (Malin et 
al. 2007). For example, short term cultures from DRG have been used to study the 
properties of ion channels of the TRP (transient receptor potential) family, including the 
pain sensor TRPV1 or the cold sensor TRPM8 (Caterina et al. 2000; Peier et al. 2002). 
These channels respond to capsaicin / noxious heat or to menthol / cold with a transient 
rise in intracellular Ca2+-concentrations [Ca2+]i. Thus measurement of [Ca2+]i is a standard 
method to investigate responses of TRP-channels to various types of activating stimuli 
(Tan & McNaughton 2016).  
Systemic inflammation affects the thermoafferent and nociceptive systems (Cairns et al. 
2014; Roth and Blatteis 2014; Walker et al. 2013; Watkins et al. 1995). Interactions 
between cold-sensitive thermoreceptors and inflammation, at the cellular level of the 
DRG are due to functional co-expression of TRPM8 with receptors for various mediators 
of inflammation, such as PGE2 (Linte et al. 2007; Ott et al. 2015). There is also evidence 
supporting a marked effect of inflammation on TRPV1-positive nociceptive DRG 
neurons (Hensellek et al. 2007; Russel et al. 2009; Araldi et al. 2013; Hutchinson et al. 
2013). With regard to the effect of inflammation on DRG, it has to be considered that 
neurons in sensory ganglia are surrounded by a single layer of satellite glial cells (Hanani 
2005; Ohara et al. 2009). Primary cultures of DRG also contain satellite glial cells (Ott et 
al. 2015) which start growing again after dissociation and cultivation of the cells. Results 
obtained from studies in which mice have been injected with lipopolysaccharide (LPS) 
have shown a significant contribution of satellite glial cells to functional changes of DRG 
due to systemic inflammation (Blum et al. 2014; Blum et al. 2017). In addition, cells of 
the macrophage-monocyte lineage are also present in DRG (Li et al. 2004).  These 
macrophages are resident and express the cellular marker ED1 (Hu & McLachlan 2003). 
Upon spinal nerve transections, blood ED1-positive macrophages were noted to infiltrate 
the DRG (Dubovy et al. 2007). The expression of various Toll-like receptors on 
macrophages (Kielian 2006) and recently also on satellite glial cells (Mitterreiter et al. 
2017) has highlighted that these cells may also be targets for pathogenic or endogenous 
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molecules, i.e. pathogen associated molecular patterns (PAMPs) or damage associated 
molecular patterns (DAMPs) (Gadani et al. 2015).  
In contrast to the well established use of primary cultures of DRG to study properties of 
nociceptive or thermoreceptive neurons (Caterina et al. 2000; Bautista et al. 2007), there 
has been limited use of primary cultures of DRG to investigate the contributions of glial 
elements to the inflammation-related changes in neurons within DRG. Using LPS as a 
stimulus to mimic conditions of systemic inflammation, we hypothesized that responses 
of nociceptive neurons are enhanced in LPS-treated DRG cultures. We further 
hypothesized that glial elements within the DRG primary cultures are a major target for 
LPS and represent the source of inflammatory mediators in the primary cultures. Finally 
we expected that removal of the glial elements from the DRG cultures might abolish the 
inflammatory induced changes in neuronal responses. The major outcomes of the 
experiments reported here can be summarized as follows. The responsiveness of 
nociceptive neurons was enhanced in the presence of a moderate dose of LPS in the 
cultivation medium. Using doses of the chemotherapeutic drug cisplatin, which reduced 
numbers of macrophages and the growth of satellite glial cells, without impairing vitality 
of neurons (Jiang et al. 2008), we provide evidence for a critical role of glial elements in 
the LPS-induced production of inflammatory mediators within DRG primary cultures. 
Furthermore, we also identify the contribution of inflammatory mediators to the enhanced 
responses of neurons to nociceptive stimulation. Our data are discussed in the context of 
potential communication between glial cells and neurons in DRG during conditions of 
systemic inflammation.  
 
 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Preparation and cultivation of DRG cells 
Wistar rats (4-6 weeks old) from an in-house breeding colony were used for all 
experiments. Parent animals were obtained from Charles River WIGA (Sulzfeld, 
Germany). Animal care, breeding and experimental procedures were conducted 
according to the guidelines approved by the Hessian Ethical Committee (approval 
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numbers GI 468_M and GI 487_M). Room temperature was maintained at 22 ± 1 °C and 
a relative humidity of 50%.  Artificial lights were on from 7:00 AM to 7:00 PM. 
DRG primary cultures were prepared as previously described (Ott et al. 2015). Rats were 
killed by cervical dislocation and the spinal column was opened. Up to 18 DRG along the 
vertebral column were removed under aseptic conditions and put into Petri dishes filled 
with cold, oxygenated GBSS (Gey's Balanced Salt Solution; Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, Germany) supplemented with 0.5% D-glucose (Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany). Freshly prepared DRG were then transferred 
into oxygenated HBSS (Hanks Balanced Salt Solution, without Ca2+ and Mg2+; Biochrom 
GmbH, Berlin, Germany) with 20 mM HEPES (Sigma Aldrich Chemie GmbH) at pH 
7.4. The supernatant was removed and the DRG were enzymatically digested, dissociated, 
washed, re-suspended with a cell number of 75000 cells / ml.  Cells were then cultured in 
Neurobasal A medium supplemented with 2% B27, penicillin (100 U/ml) / streptomycin 
(0.1 mg/ml) and 2 mM L-glutamine (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) on 
poly-L-lysine coated glass coverslips. After 18-24 hours, the cultures predominantly 
consisting of neurons (10%), satellite glial cells (80%) and macrophages (1%) were used 
for intracellular calcium measurements, for stimulation experiments with LPS, or for 
subsequent immunocytochemical investigations. 
In one series of experiments, DRG cells were cultured after preparation for 18-24 hours 
in medium containing 1μg/ml LPS. In several series of experiments, DRG cells were 
cultured in medium containing 5 or 10 μg/ml cisplatin, corresponding to 16 and 32 μM, 
respectively (Sigma Aldrich Chemie GmbH). Controls from the same preparations were 
cultured in medium without LPS or cisplatin. The doses of LPS and cisplatin were chosen 
according to pilot experiments and to published data showing that cisplatin doses below 
50 μM did not significantly reduce the survival of DRG neurons (Jiang et al. 2008). The 
survival of DRG neurons was quantified using the trypan blue exclusion assay (Jiang et 
al. 2008). The effects of cisplatin treatment on the growth of satellite glial cells was 
visualized by immunocytochemical staining with GFAP antibodies (see section 2.5). The 
numbers of macrophages were counted after immunocytochemical staining with ED1 
antibodies (see section 2.5). Neurons cultured for 18-24 hours in medium containing 
1μg/ml LPS were used for intracellular Ca2+-measurements. DRG cultured for 18-24 
hours in medium containing cisplatin were used for intracellular Ca2+-measurements and 
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for LPS-stimulation experiments (see below). Finally, neurons cultured for 18-24 hours 
in medium containing LPS and cisplatin were used for intracellular Ca2+-measurements. 
 
Measurement of intracellular calcium 
Measurements of [Ca2+]i were performed at 37 °C as previously described (Ott et al. 2015; 
Simm et al. 2016). Cells from DRG primary cultures were loaded for 45 min with 2 μM 
fura-2-AM (Life Technologies GmbH) in complete medium for 45 min in a humidified 
atmosphere of 5% CO2 / 95% air at 37 °C. The coverslips were placed under an inverted 
microscope (IMT-2; Olympus GmbH, Hamburg, Germany) in a specially constructed 
Teflon® culture chamber and superfused with Ca2+-imaging buffer (pH 7.4 with a flow 
rate of 2.0 ml/min; see: Ott et al. 2015).  Using a filterwheel-based excitation system, 
fluorescence values were recorded and analyzed (MetaFluor 7.7.8.0 software, Visitron 
GmbH, Puchheim, Germany). Regions of interest were defined for single cells by a 
continuously variable aperture. Emitted fluorescence (>515 nm) was recorded over time 
using a Spot Pursuit digital CCD-camera (Model 23.0, Visitron GmbH) after alternating 
excitations at 340 and 380 nm. The 340 / 380 ratios proportional to [Ca2+]i were computed 
and analyzed. Drugs used for stimulation of DRG cells were stored as stock solutions at 
-20 °C. [menthol (Sigma Aldrich Chemie GmbH; 100 mM in ethanol), capsaicin (Sigma 
Aldrich Chemie GmbH; 10 mM in DMSO), PGE2 (Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, 
Germany; 1 mM in Ca2+-imaging buffer), histamine (Sigma Aldrich Chemie GmbH; 100 
mM in Ca2+-imaging buffer), or buffer containing “high potassium concentration” (50 
mM KCl)]. For the experiments they were diluted just prior to experimentation in Ca2+-
imaging buffer to their working dilutions of 100 μM menthol, 1 μM capsaicin, 10 μM 
PGE2, 1 mM histamine. The doses were chosen according to preliminary recordings from 
pilot studies, in which several doses were tested. Drugs were applied to the recording 
chamber via superfusion at 2.0 ml/min for 180 seconds. In each experiment we tested 3-
4 distinct stimuli. When capsaicin was included as a stimulus, it was administered at the 
end of a given experiment since DRG neurons show signs of desensitization or even 
degeneration in response to capsaicin (Caterina & Julius 2001; Passmore 2005).  
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Short-term stimulation with LPS and cytokine measurements 
After cultivating the cells for 18-24 h they were incubated with LPS (10 μg/ml or 100 
μg/ml; Sigma Aldrich Chemie GmbH) or solvent in complete medium for 120 min in a 
humidified atmosphere of 5% CO2 / 95% air at 37 °C. After  incubation the supernatants  
were  removed  from  the  cells, transferred  and  stored at -45 °C for later determination 
of cytokines. Cells were used for immunocytochemistry and RT-PCR (see below).
TNF-α and IL-6 were measured in the supernatants of DRG primary cultures by highly 
sensitive bioassays, which detect even low concentrations of both cytokines. The 
cytotoxic effect of TNF-α on the mouse fibrosarcoma cell line WEHI 164 subclone 13 
and the dose-dependent growth stimulation of IL-6 on the B9 hybridoma cell line were 
used as read-out in the bioassays. A murine TNF-α standard (code 88/532; National 
Institute for Biological Standards and Control, South Mimms, UK) and a human IL-6
standard (code 89/548; National Institute of Standards and Control, South Mimms, UK) 
were used to calibrate the assays (Ott et al. 2010; Soares et al. 2013; Simm et al. 2016).  
Real-time PCR 
Expression of selected inflammatory target genes was determined in 3 independent 
experiments. In each of these experiments, 16 wells with DRG cells cultured on poly-L-
lysine coated glass coverslips were prepared as described above. Wells were stimulated 
with 10 μg/ml LPS (n = 8) or phosphate buffered saline (n = 8) (PBS; Capricorn Scientific 
GmbH, Ebsdorfer Grund, Germany) for 2 h. After washing twice with PBS the cells were 
lysed in 200 μl RA1-buffer, which is a component of the NucleoSpinR RNA XS Kit 
(Macherey Nagel, Düren, Germany). RNA extraction was carried out according to the 
protocol provided by the manufacturer. Reverse transcription of about 200 ng total RNA 
was performed by use of 50 U murine leukemia virus reverse transcriptase, 50 μM random 
hexamers, and 10 mM deoxynucleoside triphosphates (dNTP) mix (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA), in a reaction volume of 20 μl. Thereafter relative quantification 
by real-time PCR was performed in duplicate using a primer/probe mixture (TaqMan 
Gene Expression Assay, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and a TaqMan PCR 
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) on a StepOnePlus Real-Time 
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). We used the following 
cycling protocol: polymerase activation, 50 °C for 2 minutes, denaturation, 95 °C for 10 
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minutes and 40 cycles of 15 seconds denaturation at 95 °C, 1 minute of annealing and 
elongation at 60 °C.  
We normalized the cDNA quantities using the housekeeping gene β actin (4352340E, 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) as a reference (Harden et al. 2014; 
Schweighöfer et al. 2016). The 2-(ΔΔCt) method was used for quantification. The sample 
values for each gene correspond to x-fold difference from a control sample, which was 
given a designated value of 1 within the same experiment. For PCR-analysis we used the 
following gene expression assays from Applied Biosystems: 
NF-IL6, Rn00824635_s1; SOCS3, Rn00585674_s1; IL-6, Rn01410330_m1; TNF-α, 
Rn99999017_m1; COX2, Rn00568225_m1; mPGES1 Rn00572047ml.  
 
Immunocytochemistry 
The following polyclonal antisera or monoclonal antibodies directed against cell-specific 
marker proteins were used for phenotypic identification of DRG cells: glial fibrillary 
acidic protein for satellite glial cells (rabbit anti-GFAP; DAKO GmbH, Hamburg, 
Germany; mouse anti-GFAP; Merck, Darmstadt, Germany), MAP2a+b for neurons 
(mouse AP-20 anti MAP2a+b; Sigma Aldrich Chemie GmbH), ED1 for macrophages 
(mouse anti rat-ED1; AbD Serotec, Oxford, UK). Cells were fixed with 4% freshly 
prepared paraformaldehyde in PBS (Sigma Aldrich Chemie GmbH), pH 7.4, for 15 min. 
The fixed cells were rinsed three times in PBS, followed by a 120 min incubation in 
blocking buffer containing 10% FCS (Capricorn Scientific GmbH) diluted in PBS-T 
containing 0.05% Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Thereafter cells were 
incubated with the primary antibodies diluted in blocking buffer (anti-GFAP 1:1000, anti-
MAP2a+b 1:600, anti-ED1 1:1000) for 48 h at 4 °C in a humidified chamber. Cells were 
washed three times with PBS to remove unbound antibodies. Thereafter, cells were 
incubated with fluorophore-coupled secondary antisera Alexa 488 donkey anti-rabbit IgG 
(H+L) (Life Technologies GmbH) and Cy3 goat anti-mouse IgG (H+L) (Dianova GmbH, 
Hamburg, Germany) at 1:500 or 1:2000 dilutions in blocking buffer for 2 h. Finally, the 
coverslips were embedded with a glycerol/PBS solution (Citifluor Ltd., London, UK). 
Cellular nuclei were stained with 2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxyamidine 
(DAPI; Life Technologies GmbH) for 8 min (Soares et al. 2013, Soares et al. 2017 for 
further details].  
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DRG cells subjected to short-time LPS treatment (10 μg/ml in medium, Sigma Aldrich) 
or to the medium without LPS for 2 or 4 h were immunocytochemically investigated with 
regard to TNF-α-expression or nuclear STAT3 or NF-IL6-immunoreactivities (Ott et al. 
2010; Fuchs et al. 2013; Damm et al. 2017). For this purpose, we employed polyclonal 
antisera specific for rat TNF-α (goat anti-TNF-α, 1:200, R&D Systems, Wiesbaden, 
Germany), STAT3 (goat anti STAT3, 1:6000, Santa Cruz, CA, USA), or NF-IL6 (rabbit 
anti NF-IL6, 1:2000, Santa Cruz, CA, USA). Incubation with the fluorophore-coupled 
secondary antisera (Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG, 1:500, Life Technologies; 
Cy3 conjugated donkey anti-rabbit IgG, 1:2000. Dianova) and nuclear staining were 
performed as described above. Cells from DRG primary cultures were examined and 
photographed with a fluorescence microscope (Olympus Optical) equipped with the 
appropriate filter sets. Using the MetaMorph microscopic imaging software (Molecular 
Devices, San Jose, USA) we quantified the intensity of one of the three color channels 
(here: the red channel), which represented nuclear NF-IL6 and STAT3 signals. The 
average intensities of the signals within the active regions of interest (here: cell nuclei) 
were expressed as grey values. We always compared cell nuclei from PBS- or LPS-treated 
cells, which had been stained within the same immunocytochemical procedure.  
Evaluation and statistics 
In Ca2+-imaging experiments we expressed the numbers of neurons of a given group, 
responsive to a defined stimulus, as a percentage (%) of all neurons investigated. 
Stimulus-induced Ca2+-transients were expressed as the difference between resting 
[Ca2+]i measured prior to the respective stimulation and the stimulus-induced [Ca2+]i peak 
(Δratio [340/380 nm]). We considered a difference in Δratio [340/380 nm] of more than 
0.05 to be a stimulus-induced Ca2+-signal. This procedure can be regarded as a strict 
exclusion criterion. The Δratio values, concentrations of cytokines in the supernatants of 
DRG primary cultures, relative expressions of inflammatory mediators, cell numbers, or 
intensities of nuclear signals of transcription factors were presented as means ± standard 
error of the mean (SEM) and compared by an analysis of variance (ANOVA) followed 
by the Newman-Keuls multiple comparisons test. The calculations were carried out using 
the software package GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., LaJolla, CA, USA).  
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RESULTS 
 
Responses of DRG primary cultures to neurochemical or thermal stimulation 
In the first experiment we identified the populations of DRG neurons, which responded 
to capsaicin, menthol, PGE2 or to rapid cooling or warming with an increase of [Ca2+]i 
(Figure 1). 317 out of the 423 neurons investigated (almost 75%, predominantly neurons 
of small size) responded to the TRPV1 agonist capsaicin with pronounced Ca2+-signals 
(Figure 1A). In some experiments, we also tested the effects of rapid warming from           
36 °C to 45 °C. All neurons, which showed Ca2+-signals in response to warming, also 
responded to capsaicin, meaning that the cells were putative nociceptors rather than 
warm-sensors (Figure 1A). In about 10% of all tested DRG neurons (42 out of 426 
neurons), there was an increase of [Ca2+]i after stimulation with the TRPM8 agonist 
menthol (Figure 1B). Most of these neurons belonged to the medium-sized group. A 
portion of menthol-responsive neurons were also activated by rapid cooling from 36 °C 
to 25 °C (Figure 1C). A moderate number of putative cold-sensors as well as nociceptors, 
about 4% of all neurons investigated (19 out of 426), also responded to PGE2 with an 
increase [Ca2+]i (Figure 1C).  
In one series of experiments primary cultures from rat DRG were cultured after 
preparation in medium containing 1μg/ml LPS or an equivalent volume of PBS. In these 
experiments we tested neuronal Ca2+-transients in response to rapid warming, PGE2, KCl 
and capsaicin (Figure 2). After cultivation for 18-24 hours, the presence of LPS in the 
medium caused an accumulation of TNF-α and IL-6 in the supernatants. Levels of both 
cytokines were significantly higher compared to cells cultured in medium only (TNF-α: 
638 ± 73 versus 46 ± 4; IL-6: 469 ± 75 versus 5; N = 18, p < 0.001, for both cytokines). 
A consequence of the cultivation in the LPS-induced inflammation was an enhanced 
responsiveness of neurons to stimulation with capsaicin, the TRPV1 agonist. The strength 
of capsaicin-induced Ca2+-signals was significantly enhanced and the percentage of 
neurons responding to rapid warming increased from 33% to 45%, indicating a 
sensitization of putative nociceptors by the inflammatory conditions (Figure 2).  
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Figure 1: Populations of neurons from rat DRG primary cultures directly 
respond to capsaicin, menthol, or PGE2 with an increase of [Ca2+]i
A-C: Examples of intracellular calcium tracing recorded from neurons of a primary 
DRG culture illustrating the responsiveness to rapid warming (A) or cooling (C) or to 
the chemical stimuli capsaicin (A), menthol (B), or PGE2 (C). Superfusion with buffer 
containing a high concentration of KCl (50 mM) served as vitality test for neurons. All 
neurons responded to the depolarizing stimulus KCl. On the right the percentages of 
neurons responding to the TRPV1-agonist capsaicin, to the TRPM8-agonist menthol, 
or to PGE2 are illustrated. 
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Responses of DRG primary cultures to short-term inflammatory stimulation with 
LPS 
In the first experiment we tested the release of bioactive TNF-α and IL-6 into the 
supernatants of DRG primary cultures, which were stimulated with a short-term exposure 
to LPS. Cells were incubated for 2 h with 100 μg/ml LPS, 10μg/ml LPS or PBS as control. 
LPS caused a dose-dependent and significant elevation of TNF-α and IL-6 in the 
supernatants of DRG primary cultures when compared to PBS-treated controls (Figure 
3). Since the lower dose of LPS already had a significant effect on the synthesis and 
release of TNF-α and IL-6, all further experiments and measurements were performed 
with 10 μg/ml LPS.  
Figure 2: The strength of capsaicin-induced Ca2+-signals in neurons from DRG 
primary cultures in presence of LPS / cytokines 
After 24 h of cultivation in presence of PBS (control), or 1μg/ml LPS, DRG primary 
cultures were employed for Ca2+-imaging experiments. ratio [340/380 nm] 
fluorescence values served as measure of intracellular calcium concentration ([Ca2+]i). 
Columns represent means ± SEM of those cells, in which a given stimulus (capsaicin, 
rapid warming, PGE2 or KCl) induced an increase of [Ca2+]i in neurons of DRG 
primary cultures. In neurons cultured in medium containing 1μg/ml LPS, the strength 
of the capsaicin-induced Ca2+-signals was significantly higher compared to controls 
[N = numbers of tested neurons ; n = numbers of neurons responding to a given 
stimulus ; **: p < 0.01].  
Δ 
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Figure 3: TNF- and IL-6 concentrations in supernatants of rat DRG primary 
cultures in response to short-term stimulation with LPS
After 24 h of cultivation on poly-L-lysine coated glass coverslips, DRG primary 
cultures were incubated for 120 min with fresh medium containing PBS (control) or 
LPS (10 μg/ml or 100 μg/ml). Columns represent means with SEM. At both tested 
doses, LPS caused a significant increase of TNF- and IL-6 concentrations in the 
supernatants of DRG primary cultures [***: significant difference versus control; p < 
0.001]. 
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In the next experiment we analyzed the expression of some relevant inflammatory target 
genes, i.e. cytokines (TNF-α, IL-6), enzymes involved in inflammation-induced 
prostaglandin-synthesis (COX-2, mPGES-1) and transcription factors (NF-IL6, SOCS3) 
using RT-PCR. In line with the measurements of bioactive TNF-α and IL-6 in the 
supernatants, we detected a significant increase of the expression of both cytokines in 
cells collected from LPS-stimulated DRG primary cultures (Figure 4A, B). The 
expression of COX-2 was also elevated in LPS-treated DRG cells compared to controls, 
although just not quite statistically significant (p = 0,0508; Figure 4E). Expressions of 
mPGES-1, NF-IL6 and SOCS3 were almost identical in LPS- versus PBS-treated DRG 
cells.  
 
To determine the cellular phenotypes, which might account for the increased expression 
and release of cytokines (i.e. TNF-α) in LPS-stimulated DRG primary cultures, TNF-α 
immunocytochemistry was combined with immunostaining of marker proteins for 
neurons, satellite glial cells or macrophages. Stimulation with LPS for 2 h resulted in 
pronounced TNF-α immune-labelling in ED1 positive macrophages, which seemed to be 
localized in the perinuclear Golgi complex and vesicular organelles in the cytoplasm 
(Figure 5; see also: Wuchert et al. 2008). Immunoreactive TNF-α was not detected in 
neurons and barely detected in GFAP-positive satellite glial cells. The lack of pronounced 
TNF-α immunoreactivity in cell-types distinct from macrophages does not exclude the 
participation namely of satellite glial cells in the LPS-induced production of TNF-α and 
other cytokines. 
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Figure 4: Expression of TNF- and IL-6 is enhanced in rat DRG primary 
cultures in response to short-term stimulation with LPS
After 24 h of cultivation on poly-L-lysine coated glass coverslips, DRG primary 
cultures were incubated for 120 min with fresh medium containing PBS (control) or 
LPS (10 μg/ml). Thereafter, the medium was removed, the cells were lysed, and RT-
PCR was performed. Each column represents the mean of three independent 
experiments, in which expression of selected genes was determined in duplicates. LPS 
caused a significant increase of TNF- and IL-6 expression in the cells of DRG 
primary cultures [*: significant difference versus control; p < 0.05]. There was a 
tendency for an increased expression of COX-2 in LPS-stimulated cells of DRG 
primary cultures. 
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Figure 5: TNF- immunoreactivity is induced predominantly in macrophages 
of rat DRG primary cultures in response to short-term stimulation 
with LPS
Employing a goat anti rat TNF- antiserum, TNF- immunoreactivity was detected in 
ED1-positive macrophages after 120 min stimulation of DRG primary cultures with 
medium containing 10 μg/ml LPS (A-C), while hardly any TNF- immunoreactivity 
could be visualized in PBS-treated controls (D-F). Triple labelling for ED1 (in green; 
A, D), TNF- (in red, B, E) and cellular nuclei by DAPI (in blue) allowed localization 
of TNF- mainly to the perinuclear Golgi complex of LPS-treated ED1-positive cells 
(C), while there was no TNF- immunoreactivity in controls (F). Scale bar = 12.5 μm. 
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A given inflammatory stimulus causes translocation of specific transcription factors into 
the nucleus of activated cells. NFκB, STAT3 and NF-IL6 are important inflammatory 
transcription factors. Their accumulation in the nucleus can be visualized by 
immunocytochemistry, and thus these transcription factors serve as inflammatory 
activation markers (Rummel 2016). In our experiments, nuclear NFκB-signals were 
hardly detectable in cells of DRG cultures, irrespective of the pre-treatment (LPS versus
PBS) or the cellular phenotype. Nuclear STAT3 immunoreactivity was observed in 
neurons and satellite glial cells of PBS- and LPS-treated cultures. In neurons, nuclear 
STAT3 signals were stronger upon stimulation with LPS (Figure 6).  
An effect of short-time stimulation with LPS was also observed for NF-IL6 
immunoreactivity. LPS-stimulation caused a moderate increase of nuclear NF-IL6 
translocation in neurons (Figure 7A, B, C) and a strong increase in macrophages (Figure 
7D, E, F).  
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Figure 6: Nuclear STAT3 immunoreactivity is induced in neurons of rat DRG 
primary cultures in response to short-term stimulation with LPS
Employing a goat anti STAT3 antiserum, very low nuclear STAT3 immunoreactivity 
was detected in MAP2a+b positive neurons (A) under control conditions. Stimulation 
of DRG cultures with medium containing 10 μg/ml LPS for 2 hours resulted in 
increased STAT3 immunoreactivity in neurons (B). Triple labelling for MAP2a+b (A, 
B, in green), for STAT3 (A, B; in red) and cellular nuclei by DAPI (A, B in blue)
allowed localization of STAT3 immunoreactivity in the nuclei of neurons (B). Scale 
bars = 12.5 μm. Photographed with a fluorescence microscope (Olympus Optical) 
equipped with the appropriate filter sets. The intensity of the red channel, which 
represented nuclei STAT3 signals was quantified with the Metamorph software. The 
average intensities of the signals within the active region of interest (here: cell nuclei) 
were expressed as grey values (C). The intensities measured in 91 neurons from LPS-
stimulated cultures and 79 neurons from PBS-treated cultures derived from two 
independent preparations were compared [***: p < 0.001].
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Employing a rabbit anti NF-IL6 antiserum, rather moderate nuclear NF-IL6 
immunoreactivity was detected in MAP2a+b positive neurons (A, B) and ED1-
positive macrophages (E) under control conditions. Stimulation of DRG cultures with 
medium containing 10 μg/ml LPS for 2 hours resulted in a moderate increase of NF-
IL6 immunoreactivity in neurons (A, B) and in pronounced nuclear NF-IL6 signals in 
macrophages (E).  Triple labelling for MAP2a+b (A, B) or ED1 (D, E; both in green), 
for NF-IL6 (A, B, D, E; in red) and cellular nuclei by DAPI (A, B, D, E in blue)
allowed localization of NF-IL6 immunoreactivity in the nuclei of LPS-treated neurons
(B) and microglial cells (E). Scale bars = 12.5 μm. The intensity of the red channel, 
which represented nuclear NF-IL6 signals was quantified with the Metamorph 
software. The average intensities of the signals within the active region of interest 
(here: cell nuclei) were expressed as grey values. The intensities measured in 65 
neurons / 51 macrophages from LPS-stimulated cultures and 64 neurons / 52 
macrophages from PBS-treated cultures derived from two (neurons) or three 
(macrophages) independent preparations were compared [*: p < 0.05; ***: p < 0.001].
Figure 7:
Nuclear NF-IL6
immunoreactivity 
is induced in 
neurons and 
macrophages of 
rat DRG primary 
cultures in 
response to short-
term stimulation 
with LPS
* ***
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Effects of treatment with cisplatin on DRG primary cultures 
DRG cells cultured for 18-24 h contain neurons (about 10%), satellite glial cells (about 
80%) and macrophages (about 1%). Satellite glial cells, in particular, start to grow after
placement of the cells on cover slips. As shown by staining the satellite glial cells with 
anti GFAP antibodies, they surround and cover the surface of neuronal cell bodies like 
under in vivo conditions (Figure 8A). Those cultured satellite glial cells, which did not 
cover the surface of neurons directly, formed pronounced cellular processes (Figure 8A). 
Cultivation of DRG cells with medium containing 5 or 10 μg/ml cisplatin strongly 
reduced GFAP immunoreactivity (i.e. the growth of satellite glial cells) and inhibited the 
formation of cellular processes (Figure 8B, C).  
Figure 8:  Cisplatin inhibits the growth of satellite glial cells in DRG primary 
cultures
A - C: Triple labeling for GFAP (green, marker for satellite glial cells), MAP2a+b 
(red, marker for neurons), and cellular nuclei (DAPI stain, blue) showed a strong 
reduction of the growth of satellite glial cells in presence of 5 or 10 μg/ml cisplatin in 
the culture medium after 24 h of cultivation (B, C). In controls (A) cultured without 
cisplatin, satellite glial cells not only surround neurons but also form pronounced 
cellular processes, when they grow distant from neurons. Scale bar = 50 μm.
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The viability of neurons was not reduced by the chosen doses of cisplatin as shown by 
the trypan blue exclusion assay in 4 independent experiments (Figure 9A). The tendency 
for a reduced number of viable neurons by treatment with the higher dose of cisplatin was 
not significant. Due to the fact, that the number of ED1-positive macrophages was low in 
DRG primary cultures, it was possible to count these cells. Cultivation of DRG primary 
cultures with medium containing 5 or 10 μg/ml cisplatin caused a highly significant 
reduction of ED1-immunoreactive macrophages (Figure 9B).  
Figure 9:
Cisplatin does not impair 
vitality of neurons, but 
reduces the number of 
macrophages in DRG
primary cultures
A: Using the trypan blue 
exclusion assay the percentage 
of vital neurons was 
determined. At the doses of 5 or 
10 μg/ml, cisplatin did not 
reduce the numbers of vital 
neurons significantly. 
B: ED1-positive microglial 
cells were counted after 
immunocytochemical staining. 
At both tested doses, cisplatin 
significantly reduced the 
numbers of ED1-positive cells 
in DRG primary cultures [***: 
significant difference versus 
control; p < 0.001].
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Due to the attenuated growth of satellite glial cells and the reduced numbers of 
macrophages in DRG primary cultures (Figures 8, 9), we tested the effect of the presence 
of cisplatin in the culture medium on LPS-induced expression and release of bioactive 
cytokines into the supernatant. DRG cells cultured with medium containing 5 μg/ml 
cisplatin produced just 17% of the amount of TNF-α and 43% of IL-6, which we detected 
in the supernatants of the control cultures stimulated with LPS for 2 hours. The higher 
dose of cisplatin (10 μg/ml) even had a stronger effect on the concentrations of bioactive 
TNF-α, which were reduced to about 7.5% of the control values in this experiment (Figure 
10). The effects of the higher dose of cisplatin on the release of IL-6 into the supernatant 
was less pronounced (36% of the control values).  
 
  
Figure 10:  
Concentrations of TNFand 
IL-6 in supernatants of LPS-
stimulated rat DRG primary 
cultures are reduced in 
presence of cisplatin
 
After 24 h of cultivation in 
presence of PBS (control), 5 or 
10 μg/ml cisplatin, DRG 
primary cultures were 
incubated for 120 min with 
fresh medium containing PBS 
or LPS (10 μg/ml). Columns 
represent means with SEM. At 
both tested doses, cisplatin 
caused a significant reduction 
of TNF-and IL-6 in the 
supernatants of DRG primary 
cultures [***: significant 
difference versus control; p < 
0.001].  
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We further tested the effects on the LPS-induced expression of TNF-α and IL-6 in DRG 
cells cultured with or without presence of 5 or 10 μg/ml cisplatin. As shown in Figure 11, 
LPS-induced expression of both cytokines was markedly depressed in cells of cisplatin 
treated DRG primary cultures. These results corresponded to the strong reduction of the 
numbers of macrophages and satellite glial cells in DRG primary cultures treated with 
cisplatin (Figures 8 and 9B).  
Figure 11: Enhanced expression of TNF- and IL-6 in cells from rat DRG 
primary cultures in response to short-term stimulation with LPS is 
blunted by cisplatin
After 24 h of cultivation on poly-L-lysine coated glass coverslips in presence of PBS, 
5 or 10 μg/ml cisplatin, DRG primary cultures were incubated for 120 min with fresh 
medium containing PBS (control) or LPS (10 μg/ml). Thereafter, the medium was 
removed, the cells were lysed, and RT-PCR was performed. Each column represents 
the mean of three independent experiments, in which expression of TNF- and IL-6
was determined in duplicates. LPS caused an increase of cytokine-expression in the 
cells of DRG primary cultures, which was strongly depressed in presence of cisplatin 
in the culture medium [***: significant difference versus control; p < 0.001]. 
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In addition to the viability test shown in Figure 9A, we performed another series of 
experiments, in which we tested the effects of cultivation in medium containing 5 or 10 
μg/ml cisplatin in comparison to medium without cisplatin on stimulus-induced Ca2+-
signals in neurons from DRG. Histamine, menthol, capsaicin and high concentrations of 
KCl were used as chemical stimuli for the activation of neurons. The percentages of DRG 
neurons responding to the respective stimuli were similar irrespective of the presence of 
cisplatin in the culture medium (Figure 12). 
We further evaluated the strength of the measured changes of [Ca2+]i, i.e. the magnitude 
of the stimulus-induced [Ca2+]i peaks (see Figure 1). For histamine and menthol, there 
was a tendency for higher [Ca2+]i peaks after cultivation in presence of the higher dose of 
cisplatin, however, without statistical significance. Neurons cultured in medium with 10 
μg/ml cisplatin showed a significantly higher Ca2+-response to a high potassium 
concentration when compared to controls (p = 0.0174).  
 
In a final experiment we tested whether the LPS-induced enhanced responses to capsaicin 
or rapid warming was influenced by cisplatin. We evaluated the strength of stimulus-
induced  [Ca2+]i signals in DRG neurons, which were cultured for 18-24 h in medium 
containg 1 μg/ml LPS and 5 or 10 μg/ml cisplatin (Figure 13).  
As shown in Figure 13 the LPS-induced enhanced responses to capsaicin and warming 
were just partly antagonized by the presence of cisplatin in the culture medium. The 
enhanced responsiveness of neurons to stimulation with the TRPV1 agonist capsaicin was 
still observed but no longer significant (see: Figure 2). On the other hand, the LPS-
induced responses to warming were significantly elevated, when cells were cultured in 
presence of LPS and 10 μg/ml cisplatin. Measurements of TNF-α in the supernatants 
showed, that the presence of cisplatin reduced, but did not abolish the concentration of 
this cytokine in the supernatant, meaning that an inflammatory component was still 
present and possibly influencing the neuronal responses to nociceptive stimuli.  
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Figure 12: The strength of stimulus-induced Ca2+-signals is not impaired by 
cisplatin in neurons from DRG primary cultures
After 24 h of cultivation in presence of PBS (control), 5 or 10 μg/ml cisplatin, DRG
primary cultures were employed for Ca2+-imaging experiments. ratio [340/380 nm] 
fluorescence values served as measure of intracellular calcium concentration ([Ca2+]i).
Columns represent means ± SEM of those cells, in which a given stimulus (histamine,
menthol, capsaicin or KCl) induced an increase of [Ca2+]i in neurons of DRG primary 
cultures. In neurons cultured in medium containing 10 μg/ml cisplatin, the strength of 
the KCl-induced Ca2+-signals was significantly higher compared to controls [N = 
numbers of tested neurons ; n = numbers of neurons responding to a given stimulus ;
*: p < 0.05].
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Figure 13: The strength of capsaicin- and warming-induced Ca2+-signals in 
neurons from DRG primary cultures in presence of LPS and cisplatin
After 24 h of cultivation in presence of PBS (control), or LPS plus cisplatin, DRG
primary cultures were employed for Ca2+-imaging experiments. ratio [340/380 nm] 
fluorescence values served as measure of intracellular calcium concentration ([Ca2+]i).
Columns represent means ± SEM of those cells, in which a given stimulus (capsaicin, 
rapid warming or KCl) induced an increase of [Ca2+]i in neurons of DRG primary 
cultures. In neurons cultured in medium containing 1μg/ml LPS, the strength of the 
capsaicin-induced Ca2+-signals was significantly higher compared to controls [N = 
numbers of tested neurons ; n = numbers of neurons responding to a given stimulus ;
**: p < 0.01; ***: p < 0.001].
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DISCUSSION 
Primary cultures from dorsal root ganglia can be used for experimental investigation of 
sensory neurons with electrophysiological or Ca2+-imaging methods, due to the fact, that 
they maintain their properties to respond to chemical or thermal stimuli (Malin et al. 2007; 
Passmore 2005). In our experiments we found that almost 75% of all investigated 
neurons, predominantly smaller neurons with a diameter not larger than 30 μm, responded 
to the TRPV1 agonist capsaicin with a pronounced increase of [Ca2+]i indicative of their 
function as nociceptors (Caterina et al. 2000; Lu et al. 2006; Frias & Merighi 2012). 
Similar (78% and 73%; Sculptoreanu et al. 2010; Passmore 2005), or lower (64% and 
55%; Gold et al. 1996; Lu et al. 2006) percentages of capsaicin-responsive cultured rat 
DRG neurons were reported by other authors. All neurons, which responded with Ca2+-
signals to rapid warming, were also activated by capsaicin (Figure 1). This observation 
corresponded to data from an electrophysiological study (Kirschstein et al. 1997) and 
from a Ca2+-imaging study (Savidge et al. 2001). In these studies, DRG neurons, which 
responded to heat with inward currents or Ca2+-signals, showed similar responses to 
capsaicin. In our DRG primary cultures we further identified a population of 10% 
menthol-responsive neurons (Figure 1B), i.e. putative cold-sensors (Braun et al. 1980; 
Schäfer et al. 1986; Reid et al. 2002). This percentage of menthol-activated neurons 
corresponds exactly with that noted in other studies (Okazawa et al. 2000; Okazawa et al. 
2002).  
Just 4% of cultured DRG neurons, putative nociceptors as well as cold-sensors, responded 
to PGE2 with an increase of [Ca2+]i (Figure 1C). PGE2 is a molecule, which is produced 
in increased amounts under conditions of inflammation, via the inducible forms of 
cyclooxygenases and PGE-synthases, namely COX-2 and mPGES-1. An increased 
production of PGE2 under inflammatory conditions is likely and PGE2 is discussed as a 
mediator that contributes to the manifestation of neuropathic pain (Ma et al. 2012). 
Although the number of neurons directly responding to PGE2 with Ca2+-signals remained 
small, even under inflammatory culture conditions, it is possible that PGE2 modulates the 
responses to other stimuli (Simm et al. 2016). In this context it has to be considered that 
DRG not only consist of neurons, but also of non-neuronal cells such as satellite glial 
cells (Hanani 2005) and a moderate number of ED1-positive cells of the macrophage-
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monocyte lineage (Li et al. 2004), which were categorized as macrophages (Hu & 
McLachlan 2003; Dubovy et al. 2007). Both of these cell types can be readily activated 
upon inflammatory stimulation in in vivo or ex vivo conditions (Li et al. 2004; Blum et al. 
2014; Blum et al. 2017; Mitterreiter et al. 2017). Inflammatory activation of DRG also 
affects the properties of neurons, as indicated by the enhanced responsiveness of putative 
nociceptive neurons to capsaicin (Figure 2). There is evidence that pro-inflammatory 
cytokines, namely TNF-α and IL-6, are involved in such effects (Hensellek et al. 2007; 
Andratsch et al 2009; Fang et al. 2015). To define the specific contribution of TNF-α and 
IL-6 in the inflammatory enhancement of nociceptive signals, was not the primary aim of 
this study. We were rather interested in the general contribution of glial elements to the 
manifestation of neuropathic pain in the experimental model of DRG primary cultures. 
One central aim of our study was thus to characterize some of the cellular responses with 
inflammatory stimulation, and the contributions of the cellular phenotypes of DRG 
primary cultures to the production of inflammatory mediators.  
For the first time, we therefore tested the effects of inflammatory stimulation, with LPS, 
on the expression, release and activation of several markers of inflammation in DRG 
primary cultures. Upon stimulation with LPS, a pronounced release of bioactive TNF-α 
and IL-6 into the supernatants of DRG primary cultures was measured. In line with in 
vivo experiments (Li et al. 2004), we could ascribe a portion of the production of TNF-α 
to LPS-stimulated ED1-positive macrophages. Although TNF-α immunoreactivity was 
rather weak in satellite glial cell, their contribution to an LPS-induced formation of pro-
inflammatory cytokines cannot be ruled out. In addition, we observed a strong activation 
of the inflammatory transcription factor NF-IL6 in macrophages and to a smaller degree, 
also in neurons of DRG primary cultures. In neurons, we also observed a nuclear 
translocation of a second inflammatory transcription factor, i.e. STAT3. This IL-6-
activated transcription factor has been suggested to contribute to nociceptor sensitization 
via upregulation of TRPV1 (Fang et al. 2015). STAT3 has further been shown to 
contribute to the formation of PGE2 via induction of COX-2 (Rummel et al. 2006).  This 
means that satellite glial cells and macrophages, which are activated by PAMPs or 
DAMPs due to infection or injury, can affect neurons via the release of inflammatory 
mediators and thereby initiate neuronal changes, that may contribute to the manifestation 
of hyperalgesia and neuropathic pain (Ohara et al. 2009; Blum et al. 2017). Using primary 
cultures of DRG, it will be possible to investigate and characterize such neuronal changes 
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evoked by the interplay between the distinctive cell types, present in these cultures, under 
inflammatory conditions.   
Evidence for a critical role of glial cells as producers of inflammatory mediators was 
further supported by the experiments, in which DRG primary cultures were exposed to 
cisplatin. Cisplatin is one of the most effective chemotherapeutic agents used for treating 
cancer. Neurotoxicity and peripheral neuropathies are common side effects of this drug 
(Gregg et al. 1992; Podratz et al. 2011). The aim of our experiments was to target the glial 
elements of DRG primary cultures without damaging or even killing the neurons. 
Therefore, we used doses of cisplatin, which have been shown by others to not affect the 
survival of neurons derived from DRG (Jiang et al. 2008). In line with this study the 
chosen doses of cisplatin did not reduce the survival rates of DRG neurons in our 
experiments (Figure 9A). Also the magnitude of Ca2+-signals in response to various 
stimuli was not impaired in DRG neurons by the presence of cisplatin in the culture 
medium (Figure 9). The strength of neuronal Ca2+-signals induced by histamine or 
menthol even tended to be higher, when the higher dose of 10 μg/ml cisplatin was added 
to the medium. The KCl-induced Ca2+-signals were significantly higher under these 
conditions. As a possible explanation for this observation, we assume that the pronounced 
inhibition of cisplatin on the growth of satellite glial cells may have allowed better access 
of the stimulating substances to the neuronal surface. Reduction of the growth of satellite 
glial cells, by cisplatin or drugs with similar properties, without impairment of 
characteristic neuronal responses might therefore serve as a tool to prolong the time 
intervals, in which neurons from rat DRG can be investigated experimentally. Our main 
interest in this context related to the cellular sources of cytokines and other putative 
mediators of inflammation, which are generated within DRG in vivo or by DRG primary 
cultures in vitro. Taking TNF-α and IL-6  as representative examples, we showed on the 
mRNA and protein level that ED1-positive macrophages, but possibly also satellite glial 
cells, substantially contribute to the LPS-induced formation of these cytokines by DRG 
primary cultures (Figures 3 and 4). Treatment with cisplatin, on the other hand, 
dramatically reduced the number of macrophages (and satellite glial cells) and thereby 
the LPS-induced expression and release of TNF-α and IL-6 into the supernatants of our 
cultures (Figures 10 and 11). TNF-α and IL-6, which are released by glial elements within 
the sensory ganglia during inflammation or injury, could readily affect neurons resulting 
in pathologic changes contributing to exaggerated or chronic pain (Hensellek et al. 2007; 
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Milligan & Watkins 2009; Ohara et al. 2009; Fang et al. 2015; Krukowski et al. 2016). 
Evidence for such an effect of cytokines is also provided by the data shown in Figure 2, 
i.e. enhanced capsaicin-induced Ca2+-signals in neurons cultured under inflammatory 
conditions. In a final experiment we therefore tried to reduce or abolish the effect of LPS 
on the strength of Ca2+-signals to putative nociceptive stimuli, by adding cisplatin to the 
culture medium (Figure 13). This strategy was somewhat successful, since the LPS-
mediated increase of capsaicin-evoked Ca2+-signals was no longer significantly different 
to controls. On the other hand, heating-induced signals remained stronger in neurons from 
DRG cultures in presence of cisplatin and LPS. Measurements of TNF-α in the 
supernatants showed that LPS-induced concentrations of TNF-α (and possibly also of 
other mediators of inflammation) could be attenuated but not blunted by adding cisplatin 
to the medium. Collectively our data still clearly favors a significant contribution of DRG 
macrophages and satellite glial cells in mediating DRG inflammation under conditions of 
systemic inflammation.  
The experimental in vitro model of DRG primary cultures, which include all cellular 
elements of sensory ganglia in vivo, except endothelial cells, offers the opportunity to test 
numerous immunomodulatory or neuromodulatory substances with proposed pro- or anti-
inflammatory properties, including neuropeptides, cytokines, adipokines, prostaglandins 
and others. The experimental read-outs, which were used in our study, could thus be 
applied to characterize the possible effects of these substances on the cellular elements of 
DRG.  
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ABSTRACT 
Warming or cooling of the median preoptic nucleus (MnPO) in vivo evokes appropriate 
thermoregulatory responses. In the present study, we aimed to investigate whether single 
neurons (and astrocytes) of primary rat MnPO cell cultures maintain properties, which 
are consistent with their putative role within the central thermoregulatory structures. 
Using the fura-2 ratio imaging technique, we therefore measured changes of intracellular 
Ca2+ concentrations ([Ca2+]i) in neurons of rat MnPO primary cultures stimulated by rapid 
cooling from 37 °C to 25 °C, or warming from 37 °C to 45 °C, or glutamate, the 
transmitter which transfers thermal information to MnPO neurons. In a first experiment, 
we tested the responses to external cooling in a group of 212 neurons. 165 of these 
neurons were responsive to stimulation with glutamate; just 4 of them responded to the 
cold-stimulus with an increase of [Ca2+]i and only one of these neurons was responsive to 
stimulation with menthol. In a second experiment, 24 out of 327 neurons and 23 out of 
241 astrocytes responded to external warming with quick and pronounced Ca2+ signals. 
Another 33 neurons (10%) showed a moderate and slowly developing increase of [Ca2+]i
during the warming, which reflected the temperature changes in the chamber. These data 
correspond to properties of MnPO neurons upon thermal stimulation obtained by other 
experimental approaches. Primary cultures derived from the rat MnPO can thus be used 
to investigate neuronal thermosensitive properties and their possible modulation by other 
stimuli. 
Key words: median preoptic nucleus; glutamate; thermal stimulation; calcium imaging 
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INTRODUCTION 
 
Cooling or warming of the preoptic / anterior hypothalamic area (POAH) in vivo evokes 
appropriate cold or heat defense responses [1, for review]. Brain slice preparations [2], 
acutely dissociated  neurons [3] or primary cultures derived from the POAH [4] primarily 
of rodent brains were used to investigate neuronal responses to warming or cooling by 
means of electrophysiology (i.e. extracellular recording of action potentials) or 
intracellular calcium imaging [1-4]. The discovery of thermally activated ion channels 
from the transient receptor potential (TRP) channel family provided novel insight into 
mechanisms mediating detection of cold or warm temperatures by somatosensory or 
hypothalamic neurons [4-6]. In preparations of the murine POAH the TRPM2 channel 
was recently detected in a subpopulation of neurons and introduced as the putative central 
warm sensor able to detect increased brain temperatures and prevent overheating [1, 4].  
Within the POAH, the median preoptic nucleus (MnPO) attracted specific attention with 
special regard to thermoregulation and other vital homeostatic functions [7, 8]. Neurons 
within the MnPO represent a crucial component of the central thermoregulatory 
structures. They receive information from peripheral thermosensory pathways, via 
afferent glutamatergic projections from the lateral parabrachial nucleus in the brainstem 
[9]. In spite of the critical importance of the MnPO as the, perhaps, most important central 
thermoregulatory structure, primary cultures of the MnPO have not yet been used to 
investigate cellular responses to warming or cooling. We recently established and used a 
primary culture of rat MnPO and observed responses to stimulation with the transmitter 
glutamate and the neuromodulator prostaglandin E2 (PGE2), which are compatible with 
the proposed role of this small brain site in thermoregulation and the manifestation of 
fever [10, 11]. We therefore hypothesized that postulated intrinsic thermoresponsive 
properties of neurons within the MnPO are manifest and can be detected at the level of 
primary cultures.  
The outcome of the experiments reported here can be summarized as follows. We 
identified single neurons responding to cooling and a population of neurons responding 
to warming at the level of MnPO primary cultures. Surprisingly we also identified a 
population of warm-responsive astrocytes, which may represent another target for 
thermoregulatory relevant stimuli [12].  
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MATERIALS AND METHODS 
Animals 
Wistar rat pups of both sexes obtained from an in-house breeding colony were used for 
all experiments. The mean litter size was 12 pups per mother animal. Parent animals 
originated from Charles River WIGA (Sulzfeld, Germany). Animal care, breeding and 
experimental procedures were performed according to the guidelines approved by the 
Hessian Ethical Committee (approval numbers GI 580_M). The pups were reared by their 
mothers in large M4-size cages. Room temperature was set to 24±1 °C and relative 
humidity at 50%, and artificial lights were on from 7:00 AM to 7:00 PM.
Isolation and cultivation of MnPO primary cell cultures 
The primary culture of the rat MnPO was established from topographically excised brain 
tissue of 4–6 days old Wistar rat pups, which were in a fed stage. Self-sustained circadian 
rhythms are observed in rat pups at the age of 1-2 weeks [13]. Therefore, we don’t 
consider the circadian rhythm as a major issue in our experiments. Five animals per 
preparation were quickly decapitated with sharp scissors and the heads were immersed in 
cold 70% ethanol. Each brain was immediately removed from the skull under aseptic 
conditions, fixed onto a Teflon®-block with Histoacryl® tissue glue (Braun  AG, 
Melsungen, Germany), and rapidly transferred to a chamber containing ice-cold 
oxygenated Gey's Balanced Salt Solution (GBSS) with 0,5% D-glucose (Sigma Aldrich, 
Taufkirchen, Germany). The chamber was fixed to a vibratome (752 M Vibroslice; WPI, 
Berlin, Germany) and serial coronal brain slices (400 μm) were cut at the level of the 
anterior hypothalamus. Using the anterior commissure and optic chiasm as main 
neuroanatomical landmarks, the section containing the MnPO was selected. The MnPO 
region was dissected under stereomicroscopic control (SMZ-U; Nikon, Düsseldorf, 
Germany) from the surrounding anterior third ventricular region using fine eye scissors. 
After enzymatic digestion and trituration of tissue, the MnPO-derived single cell 
suspension was plated on poly-L-lysine coated coverslips (CELL-VU Grid DRM800; 
Millenium Science, New York, NY USA), which formed the bottom of a flexiPerm micro 
chamber (Greiner-Bio, Frickenhausen, Germany). Further details on the procedures and 
cultivation conditions have been published elsewhere [11, 12]. 
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Measurement of intracellular calcium in single fura-2-loaded MnPO cells 
After 4-5 days of cultivation in Neurobasal  A medium (Invitrogen, San Diego, CA, USA) 
[11] the MnPO cells were loaded with 2 μM fura-2-AM (Life Technologies, Darmstadt, 
Germany) in complete medium for 45 min in a humidified atmosphere of 5% CO2 / 95% 
air at 37 °C. For intracellular Ca2+-measurements, glass coverslips were placed under an 
inverted microscope (IMT-2; Olympus, Hamburg, Germany) in a specially constructed 
Teflon® culture chamber and superfused with Ca2+-imaging buffer consisting of 5mM 
HEPES, 130mM NaCl, 5mM  KCl, 1.0mM MgCl2, 1.25mM CaCl2 and 10mM D-glucose 
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH), pH 7.4 with a flow rate of 2 ml per minute. Fluorescence 
measurements were performed using a filterwheel-based excitation system and analyzed 
with MetaFluor 7.7.8.0 software (Visitron GmbH, Puchheim, Germany). After defining 
regions of interest for single cells, the time course of emitted fluorescence (>515 nm) 
after alternating excitations at 340 and 380 nm, respectively, was recorded [11]. The 
340 / 380 ratios proportional to [Ca2+]i were computed and analyzed. Measurements of 
[Ca2+]i were performed at an initial chamber temperature of 37 °C, which could rapidly 
be cooled down to 25 °C or warmed up to 45 °C. Glutamate (10μM) or menthol (100 μM, 
both from Sigma Aldrich) was applied to the recording chamber via superfusion for three 
minutes. At the end of the experiments, cells were exposed to Ca2+-imaging buffer 
consisting of 1.5mM HEPES, 43mM NaCl, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 1.0mM CaCl2 
and 10mM D-glucose (Sigma Aldrich Chemie GmbH). The treatment with the high K+-
concentration and the resulting cellular responses served as a vitality test for neurons and 
to some degree also for astrocytes 
 
Immunocytochemical characterization of MnPO cell cultures 
Each single cell analyzed with calcium imaging could subsequently be identified 
according to its exact positioning on the gridded glass coverslips [11].  Phenotypic 
identification of MnPO cells was carried out by immunolabeling with antibodies directed 
against cell-specific marker proteins such as glial fibrillary acidic protein for astrocytes  
(rabbit anti-GFAP; DAKO, Hamburg, Germany) and  microtubule associated protein 2 
for neurons (mouse AP-20 anti- MAP2a+b; Sigma Aldrich). Therefore, the cells were 
fixed with 4% freshly prepared paraformaldehyde in PBS (Sigma Aldrich), pH 7.4, for 
15 min at RT and immunolabeled as described elsewhere [11, 12]. Cellular nuclei were 
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labeled by an incubation with 2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxyamidine (DAPI; 
Mobitec, Goettingen, Germany) for 8 minutes. The cells were examined with an 
epifluorescence microscope (Olympus BX50, Hamburg, Germany) equipped with the 
appropriate filter systems. 
Evaluation  
The numbers of cells of a given cellular phenotype under determined experimental 
conditions were expressed as percentage (%) of all cells of this phenotype investigated. 
Stimulus-induced, transient increases of [Ca2+]i were expressed as the difference between 
resting [Ca2+]i measured prior to the respective stimulation and the stimulus-induced 
[Ca2+]i peak (Δratio [340/380 nm]). A difference in Δratio [340/380 nm] of more than 
0.05 was considered to be a stimulus-induced Ca2+-signal, which can be regarded as a 
strict exclusion criterion. Especially for cells responding to warmth, we only considered 
a given cell as warm-responsive, when there was a clear Ca2+-transient (see Figure 2). 
The Δratio values are presented as means ± standard error of the mean (SEM). 
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RESULTS 
 
In the first experiment we tested and evaluated the responsiveness of MnPO micro 
cultures to cooling, menthol, and superfusion with glutamate-containing Ca2+ imaging 
buffer. Quantitative analysis of these experiments revealed that only four out of 212 
investigated MnPO neurons responded to cooling with an increase of [Ca2+]i (Figure 1B). 
Just one neuron showed a Ca2+ signal in response to menthol. The majority of this 
population of MnPO neurons, 165 out of 212 (about 75%), were activated by glutamate. 
An example for a cold and glutamate responsive MnPO-neuron is shown in Figure 1A. 
Astrocytes responding to cooling or menthol were not detected in this experiment.  
 
In the second experiment we studied the effects of rapid warming from 37-45 °C on 
MnPO primary cultures. Some 24 out of 327 neurons (7.5%, Figure 2B) and 23 out of 
241 astrocytes (9.5%, Figure 2D) responded to the warm stimulus with pronounced Ca2+-
transients, as shown in the respective upper traces from Figure 2A and C. Another 33 
neurons (10%) and another 107 (44%) astrocytes showed a slowly developing increase 
of [Ca2+]i during the warming, which reflected the temperature changes in the chamber. 
An example for this response pattern is shown by the lower trace of an investigated 
astrocyte in Figure 2C. Again, the majority of all tested neurons with regard to warm-
sensitivity responded to glutamate with pronounced Ca2+-transients. Primary cultures of 
the rat MnPO can thus be used to investigate the effects of thermal stimulation and the 
possible modulation of the thermally evoked responses by other stimuli.  
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Figure 1: Few neurons from MnPO primary cultures directly respond to cooling 
with an increase of [Ca2+]i
A: Examples of tracings recorded from two neurons in a primary micro culture 
derived from the MnPO responding (blue) or not responding (grey) to cold-
stimulation. Both neurons responded to superfusion with glutamate or buffer 
containing a high concentration of KCl (50 mM).
B: ratio [340/380 nm] fluorescence values as measure of [Ca2+]i. Columns represent 
means ± SEM of those neurons, which showed cold-,  glutamate-, or KCl-induced 
increase of [Ca2+]i.
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Figure 2: Neurons and and astrocytes from MnPO primary cultures directly 
respond to warming with an increase of [Ca2+]i
A, C: Examples of tracings recorded from two neurons (A) and two astrocytes (C) of 
a primary micro culture derived from the MnPO responding (red / green) or not 
responding (grey) to warm stimulation. Both neurons responded to superfusion with 
glutamate or buffer containing a high concentration of KCl (50 mM), astrocytes 
responded to glutamate. 
B, D: ratio [340/380 nm] fluorescence values as measure of [Ca2+]i.
Columns represent means ± SEM of those neurons (B) or astrocytes (D), which 
showed warm-, glutamate-, or KCl-induced increase of [Ca2+]i.
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DISCUSSION 
Neuronal structures within the POAH not only receive sensory input from peripheral 
thermosensors in the skin [9], this brain site also contains neurons with intrinsic 
thermosensitive properties [1].  Cold sensitive afferent nerve endings are predominantly 
located in the skin [14] and the TRP channel TRPM8 plays an important role in the 
detection of environmental cold [5, 6]. Upon stimulation with cold or menthol, TRPM8 
is activated resulting in measurable influx of Ca2+, as determined in cultured neurons of 
dorsal root ganglia [5, 6, 15, 16]. There is some evidence for the existence of few 
hypothalamic neurons, which are classified as cold sensors due to an increase of their 
firing rate during cooling [2, 3]. Acutely dissociated cells of the rat hypothalamus 
included a small number of neurons, which showed a rise of [Ca2+]i upon cold-stimulation 
[3].  In our primary culture of the rat MnPO the portion of cold-responsive neurons was 
even lower (about 2%, Figure 1B) than in the aforementioned studies on brain slices or 
acutely dissociated neurons. Whether or not these few neurons are equipped with TRPM8 
will have to be determined. At least there is some modest evidence for the expression of
TRPM8 in the mouse hypothalamus [17]. 
In line with electrophysiological studies on hypothalamic brain slices [2, 18] and with a 
recent study employing Ca2+-imaging on cells cultured from the preoptic anterior 
hypothalamic area [4], we detected a substantial population of neurons, which responded 
to warming with pronounced Ca2+-transients (7.5%) or with a slow increase of [Ca2+]i
during the warming and a slow decrease during resetting of the chamber temperature 
(10%). According to recently published data, the observed Ca2+-fluxes are mediated by 
the ion channel TRPM2 [4]. We could demonstrate that these warm-responsive Ca2+-
signals are functionally present within a small and defined sub-structure of the POAH, 
i.e. the MnPO. This structure is critical for the central control of body temperature [7, 8]. 
Having established the primary culture of the MnPO and the possibility to identify 
putative warm-sensitive neurons in this culture, we will be able to determine effects of 
substances with putative pyrogenic and anti-pyretic properties [10] on these neurons. This 
approach may be used to study substances and mechanisms that modulate or even 
suppress fever under in vivo conditions.  
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Another final result of our study was rather surprising. In addition to neurons, we 
identified a population of astrocytes (about 10%), which responded to warming with 
pronounced Ca2+-transients. There are two possible explanations for this result. First, 
neurons activated by rapid warming might have released excitatory transmitters like 
glutamate, which in turn could have activated astrocytes in close proximity via specific 
glutamate receptors. This explanation is supported by our observation that warm-
responsive astrocytes were also activated by glutamate (Figure 2D). The second 
explanation is that astrocytes themselves possess TRP channels, which respond to 
warming with Ca2+-signals. One likely candidate is TRPV4, a Ca2+-permeable channel 
which is present in astrocytes and opens upon diverse stimuli including warm temperature 
or osmotic stimulation [19]. The expression of TRPV4 was demonstrated in 30% of 
astrocytes in the brain [20]. Stimulated TRPV4-positive astrocytes, in turn, release 
substances like ATP or glutamate, which exert influence on neurons located in close 
vicinity [20]. Astrocytes are also targets of various mediators of inflammation, which are 
involved in the manifestation of the fever [10, 11, 21]. The mixed neuro-glial primary 
culture of the MnPO could thus, also be used to study the modulation of stimulus-induced 
activation of astrocytes by substances with pro- or antipyretic properties [10].  
For the first time, a specific primary culture of the rat MnPO was used to demonstrate 
acute responses of neurons to warming and cooling. In addition, a population of astrocytes 
was identified, which responded to warming with pronounced Ca2+-signals. Employing 
this culture it will thus be possible to study proposed functions of the MnPO in the 
regulation of body temperature and other vital homeostatic functions at the cellular level. 
It will further be possible to investigate proposed or postulated roles of neurotransmitters, 
neuromodulators, or mediators of inflammation in cellular responses to warming or 
cooling and thereby to verify or discard previously suggested functions for such 
substances in thermoregulation that were mainly derived from experiments performed 
under in vivo conditions.  
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ABSTRACT 
Gabapentinoids are known to reduce neuropathic pain. The aim of this experimental study 
was to investigate whether gabapentinoids exert anti-inflammatory and / or anti-
nociceptive effects at the cellular level using primary cell cultures of rat dorsal root 
ganglia (DRG). Cells from rat DRG were cultured in presence of gabapentin or pregabalin 
and we tested the effects of subsequent stimulation with LPS on the expression of genes 
(real-time RT-PCR) and production of TNFα and IL-6. Using Ca2+-imaging we further 
investigated the effects of gabapentinoids upon nociceptive stimulation with capsaicin. 
There is an influence of gabapentinoids on the inflammatory response to LPS-stimulation, 
namely a significantly reduced expression of IL-6 and a moderate inhibitory effect on 
mPGES-1 expression. Pregabalin and Gabapentin further seem to exert a moderate 
influence on capsaicin-induced Ca2+-signals in DRG neurons. Although the single effects 
of gabapentinoids on inflammatory and nociceptive responses are moderate, a 
combination of both effects might provide an explanation for the reduction of neuropathic 
pain caused by these substances. 
Key words: dorsal root ganglia, gabapentinoids, lipopolysaccharide, cytokines, calcium 
imaging 
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INTRODUCTION 
 
Gabapentinoids such as gabapentin or pregabalin are drugs for reducing neuropathic pain 
(Alles & Smith, 2017). These substances were originally designed as analogs of the 
inhibitory neurotransmitter γ-aminobutyric acid (GABA), but their effects on GABA 
neurotransmission could not be proven (Lanneau et al., 2001). The search for mechanisms 
of the analgesic effects exerted by gabapentinoids then focused on voltage-dependent 
Ca2+-channels, namely their α2δ-1 subunit (Field et al., 2006). Binding of gabapentioids 
to this subunit seems to disrupt the trafficking of Ca2+-channels when administered 
chronically and thereby reduces the function of these channels within the nociceptive 
pathway (Hendrich et al., 2008). More recently, an alternative mechanism for the anti-
nociceptive effect of gabapentinoids was suggested. Some studies provided evidence that 
gabapentin has anti-inflammatory capacities by reducing the stimulus-induced expression 
of mediators of inflammation (Dias et al., 2014; Anfuso et al., 2017) or by increasing the 
expression of mediators with established anti-inflammatory properties (Bao et al., 2014). 
These effects of gabapentinoids were discussed as putative mechanism of how these drugs 
might reduce pain under inflammatory conditions since inflammation is often associated 
with neuropathic pain (Hutchinson et al., 2013). 
We recently characterized and used a primary culture of rat dorsal root ganglia (DRG) to 
study effects of somatosensory or inflammatory stimulation on the cellular elements of 
this culture (Leisengang et al., 2018). The majority of the DRG neurons are putative 
nociceptors and are equipped with the pain-sensing channel TRPV-1 of the transient 
receptor potential (TRP) channel family (Caterina & Julius, 2001). The TRPV-1 channel 
responds to capsaicin, an active component of chili pepper, with a pronounced increase 
of the intracellular concentration of Ca2+. This approach can be used to characterize 
modulation of pain-induced signals at the cellular level. DRG primary cultures further 
consist of satellite glial cells and a moderate number of cells of the macrophage-monocyte 
lineage (Leisengang et al., 2018). These cell types produce mediators of inflammation 
upon stimulation with lipopolysaccharide (LPS). In the present study we investigated 
whether cultivation of DRG in the presence of gabapentinoids caused modified 
expressions of relevant mediators of inflammation, TRPV-1 channels or the α2δ-1 subunit 
of voltage-dependent Ca2+-channels. We further evaluated capsaicin-induced Ca2+-
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responses under the influence of the presence of gabapentin or pregabalin in the culture 
medium. We provide evidence for a moderate influence of both gabapentinoids on the 
inflammatory response to LPS-stimulation, namely a reduced expression of interleukin-
6 (IL-6). We further report a tendency for reduced percentages of capsaicin-responsive 
nociceptive neurons under the influence of pregabalin.  
MATERIALS AND METHODS 
Preparation and cultivation of DRG cells 
For all experiments we used 4-6 week old Wistar rats of both sexes obtained from an in-
house breeding colony. Parent animals originated from Charles River WIGA (Sulzfeld, 
Germany). Animal care, breeding and experimental procedures were conducted 
according to the guidelines approved by the Hessian Ethical Committee (approval 
numbers GI 468_M and GI 487_M). The room temperature was constantly kept at 
22 ± 1 °C and relative humidity at 50%. From 7:00 AM to 7:00 PM artificial lights were 
on.
For each experiment two rats were anesthesized with CO2 and killed by cervical 
dislocation. The vertebral column was opened lengthwise and DRG from both sides were 
extracted aseptically and collected in Petri dishes filled with cold, oxygenated GBSS 
(Gey's Balanced Salt Solution; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
containing 0.5% D-glucose (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany). 
After isolation DRG were cleaned and transferred into oxygenated HBSS (Hanks 
Balanced Salt Solution, without Ca2+ and Mg2+; Biochrom GmbH, Berlin, Germany) 
supplemented with 20 mM HEPES (Sigma Aldrich Chemie GmbH) at pH 7.4. About 20 
DRG per animal were collected. After enzymatical digestion the DRG were dissociated, 
washed and resuspended with a cell number of 75,000 cells / ml. Afterwards the cells 
were cultured in Neurobasal A medium (Life Technologies GmbH, Darmstadt Germany) 
on poly-L-lysine coated glass coverslips as previously described (Ott et al., 2015, 
Leisengang et al., 2018). 
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Four hours after plating the medium was replaced by medium containing gabapentin 
(100 μM, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) or pregabalin (100 μM, 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) or phosphate buffered saline 
(PBS, Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfer Grund, Germany) as control. The doses 
were chosen according to pilot experiments and published data (Biggs et al., 2014, Rock 
et al., 1993, McClelland et al., 2004). 
 
Stimulation experiments  
After 18 h of cultivation in medium containing gabapentin, pregabalin or PBS, the 
medium was removed and the cells were incubated with lipopolysaccharide (LPS; 10 
μg/ml; Sigma Aldrich Chemie GmbH) or PBS in complete medium also containing the 
respective drug for 120 min in a humidified atmosphere of 5% CO2 / 95% air at 37 °C. 
After incubation the supernatants of stimulated cell cultures were collected and stored at 
-45 °C for later determination of cytokines, while the cells were used for real-time PCR. 
 
Real-time RT-PCR 
In 3-5 independent experiments we performed RT-PCR to investigate the expression of 
different target genes, related to putative gabapentinoid effects. For each experiment, 48 
wells with DRG cells were prepared as described above. 16 wells per group were 
incubated with medium containing gabapentin, pregabalin or PBS for 18 hours. 8 wells 
from each group were then additionally stimulated with LPS (10 μg/ml), the other 8 wells 
with PBS for 2 h. After collection of all supernatants, cells were washed with PBS and 
afterwards all cells of one group were lysed in 200 μl RA1-buffer from the NucleoSpinR 
RNA XS Kit (Macherey Nagel, Düren, Germany). RNA was extracted according to the 
manufacturer’s protocol and RNA concentrations of all samples were equalized to 25 
ng/μl. Reverse transcription of about 200 ng total RNA was performed using 50 U murine 
leukemia virus reverse transcriptase, 50 μM random hexamers, and 10 mM 
deoxynucleoside triphosphates (dNTP) mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA), in a total reaction volume of 20 μl. Quantitative real-time PCR was performed in 
duplicates using a pre-optimized primer/probe mixture (TaqMan Gene Expression Assay, 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and TaqMan universal PCR Master Mix 
Eigene Untersuchungen 
105
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) on a StepOnePlus Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The following cycling protocol was used: 
polymerase activation, 50 °C for 2 minutes, denaturation, 95 °C for 10 minutes and 40 
cycles of 15 seconds denaturation at 95 °C followed by 1 minute of annealing and 
elongation at 60 °C.  
For normalization of cDNA quantities the reference gene β actin (4352340E, Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) was used (Harden et al., 2014; Schweighöfer et al., 
2016; Leisengang et al., 2018). The sample values for each gene represent x-fold
difference from a control sample (given as a designated value of 1 within the same 
experiment). The following gene expression assays from Applied Biosystems were used:
TNFα Rn99999017_m1, IL-6 Rn01410330_m1, COX-2 Rn00568225_m1, mPGES-1
Rn00572047_ml, TRPV1 Rn00583117_m1, calcium channel alpha2/delta subunit 1
Rn01442580_m1.
Cytokine measurements 
Highly sensitive bioassays, which are capable to detect rather low amounts of TNFα and 
IL-6, were employed to measure both cytokines. International standards (murine TNF 
code 88/532 and human IL-6 code 89/548, National Institute for Biological Standards and 
Control, South Mimms, UK) were used to calibrate the assays. The bioassays are based 
on the specific cytotoxic effect of TNFα on the mouse fibrosarcoma cell line WEHI 164 
subclone 13 and the dose-dependent growth stimulation of IL-6 on the B9 hybridoma cell 
line (For details on both assays see: Knorr et al., 2008, Welsch et al., 2012).   
Measurement of intracellular calcium 
After 18 hours of cultivation in medium containing gabapentin, pregabalin or PBS, cells 
were loaded with 2 μM fura-2-AM (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) in 
complete medium containing the respective drug for 45 min in a humidified atmosphere 
of 5% CO2 / 95% air at 37 °C. To measure intracellular Ca2+-levels, coverslips with DRG 
cultures were placed under an inverted microscope (IMT-2; Olympus GmbH, Hamburg, 
Germany) in a specially constructed Teflon® culture chamber. During all experiments 
cells were superfused with Ca2+-imaging buffer (Ott et al., 2015), at pH 7.4 with a flow 
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rate of 2.0 ml/min and at constant temperature of 36 °C. Fluorescence measurements were 
performed using a filterwheel-based excitation system and analyzed with MetaFluor 
7.7.8.0 software (Visitron GmbH, Puchheim, Germany). Regions of interest were defined 
for every single cell and the emitted fluorescence (>515 nm) after alternating excitations 
at 340 and 380 nm, respectively, was recorded over time by a Spot Pursuit digital CCD-
camera (Model 23.0, Visitron GmbH). The 340/380 nm ratios were registered and 
analyzed. The drugs used as distinct stimuli were stored as stock solutions of gabapentin 
(10 mM in H2O), pregabalin (10 mM in H2O), PGE2 (Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, 
Germany; 1 mM in Ca2+-imaging buffer), menthol (Sigma Aldrich Chemie GmbH; 100 
mM in ethanol) and capsaicin (Sigma Aldrich Chemie GmbH; 10 mM in DMSO) at -
20 °C. The working dilutions of 100 μM gabapentin, 100 μM pregabalin, 10 μM PGE2, 
100 μM menthol and 1 μM capsaicin were diluted in Ca2+-imaging buffer just prior to the 
experiments. The applied doses were selected due to preliminary recordings from pilot 
studies, in which several doses were tested (see also: Leisengang et al., 2018). Buffer 
containing “high potassium concentration” (50 mM KCl) was used as vitality test for 
neurons, resulting in an increase of intracellular calcium in all neurons. Drugs were 
administered to the recording chamber via superfusion at 2.0 ml/min for 3 minutes. In 
each experiment five distinct stimuli were used (Gabapentin / Pregabalin / PBS, menthol, 
PGE2, KCl, capsaicin). The respective drug was present during the whole experiment. 
Washing periods between distinct stimuli lasted 6 minutes. Capsaicin was always applied 
as the last stimulus of a given experiment because DRG neurons show signs of 
desensitization or even degeneration after being exposed to capsaicin (Caterina & Julius, 
2001; Passmore, 2005).  
 
Evaluation and statistics 
The difference between resting [Ca2+]i measured prior to the respective stimulation and 
the stimulus-induced [Ca2+]i peak was expressed as stimulus-induced transient increase 
(Δratio [340/380 nm]). A Δratio [340/380 nm] larger than 0.05 was considered to be a 
stimulus-induced Ca2+-signal. Numbers of neurons, showing an increase of intracellular 
calcium as a response to a defined stimulus, are presented as absolute numbers and 
percentages of all investigated neurons. 
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The Δratio values, concentrations of cytokines in the supernatants and relative
expressions of mRNA were presented as means ± standard error of the mean (SEM) and 
compared by a one- or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the 
Bonferroni post-test. The software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., LaJolla, 
CA, USA) was used for analysis and creation of artwork. 
RESULTS 
Responses of DRG primary cultures to inflammatory stimulation after cultivation 
with gabapentin, pregabalin or PBS 
In a first experiment we analyzed the expression of important inflammatory target genes, 
like the cytokines TNFα and IL-6 and the enzymes COX-2 and mPGES-1, which are 
involved in the inflammation-induced PGE2-synthesis, by means of RT-PCR. Beside 
these genes, we investigated the expression of the TRPV-1 channel and the α2δ-1 subunit 
of voltage-dependent Ca2+-channels, which are important for the perception and 
transmission of nociceptive stimuli and possible targets for therapeutical interventions. 
Stimulation with LPS (10 μg/ml) led to highly significant increases in the expression of 
the cytokines TNFα and IL-6 in all experimental groups [Fig. 1 A+B]. Cultivation in 
presence of gabapentin or pregabalin significantly attenuated the LPS-induced increase 
of IL-6 expression compared to the control group [Fig. 1 B]. The expression of COX-2
and mPGES-1 was enhanced in LPS-stimulated DRG cells [Fig. 1 C+D]. A significant 
increase for mPGES-1, seen in the control group, was reduced in gabapentin and missed 
in pregabalin treated groups [Fig. 1 D]. The tendency for an enhanced expression of 
TRPV-1 in LPS-stimulated controls failed to reach a level of statistical significance (PBS: 
1.49 ± 0,22 vs, LPS: 2.13 ± 0.26, p = 0,0984) [Fig. 1 E]. Such a tendency was not observed 
in cells cultured in presence of gabapentin or pregabalin. 
Eigene Untersuchungen 
108
Figure 1: 
After 18 hours of incubation in presence of PBS (Control), gabapentin or pregabalin 
the medium was replaced by medium supplemented with PBS or LPS (10 μg/ml) in 
addition to the respective drug. After 2 hours of stimulation, the medium was removed 
and cells were lysed to perform RT-PCR. Columns represent the mean ± SEM of 3-5
independent experiments. The expression of a target gene in each probe was 
determined in duplicates. Stimulation with LPS lead to significant increases in the 
relative expression of TNFα, IL-6 and COX-2 in all experiments (A - C). Pretreatment 
with gabapentinoids reduced this LPS-induced increase of IL-6 expression 
significantly (B). A significantly enhanced expression of mPGES-1 was reduced in 
gabapentin and missed in pregabalin pretreated groups. The tendency of an enhanced 
expression of TRPV-1 after 2 hours of LPS stimulation was exclusively observed in 
the control group, not in the gabapentin and pregabalin pretreated groups. 
[*: significant difference: p < 0.05, **: significant difference: p < 0.01, ***: 
significant difference: p < 0.001]
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From the same DRG primary cultures we collected supernatants and determined the 
release of the cytokines TNFα and IL-6 by means of highly specific bioassays. An 
incubation of DRG cultures with LPS for 120 minutes resulted in a highly significant 
increase of TNFα release in all experiments (Control PBS: 90.77 ± 9.1 vs Control LPS: 
354.8 ± 31.97, Gabapentin PBS: 88.91 ± 10.69 vs Gabapentin LPS: 298.1 ± 28.56, 
Pregabalin PBS: 86.0 ± 7.47 vs Pregabalin LPS: 343.9 ± 31.27) [Fig. 2 A]. A significant 
effect of cultivation in medium containing gabapentin or pregabalin on TNFα release 
could not be detected. IL-6 concentrations in the supernatants were significantly increased 
after stimulation with LPS (Control PBS: 23.08 ± 3.31 vs Control LPS: 158.6 ± 13.45, 
Gabapentin PBS: 29.27 ± 4.31 vs Gabapentin LPS: 164.7 ± 11.96, Pregabalin PBS: 31.5 
± 4.22 vs Pregabalin LPS: 140.7 ± 11.76). Incubation with gabapentinoids had no 
significant effect on IL-6 release at this point of time.  
Figure 2:
Cell cultures were incubated 
with medium containing PBS 
(Control), gabapentin or 
pregabalin for 18 hours and 
thereafter stimulated with fresh 
medium containing PBS or LPS 
(10 μg/ml) in addition to the 
respective drug. After 2 hours of 
stimulation the medium was 
collected for measurements of 
TNFα- and IL-6-concentrations 
by means of specific bioassays. 
Bars represent mean ± SEM. 
Stimulation with LPS resulted in 
highly significant increases in 
concentrations of both cytokines 
in all groups without significant 
effects of preincubation with 
gabapentin or pregabalin. 
[***: significant difference: p < 
0.001]
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Effects of gabapentinoids on stimulus-induced Ca2+-signals in neurons of DRG 
primary cultures 
In another series of experiments, we investigated the effect of cultivation of DRG neurons 
in medium containing gabapentin or pregabalin or PBS on responses to distinct 
neurochemical stimuli by means of Ca2+-imaging. The respective gabapentinoid or PBS 
was also present during the respective stimulations. To exclude that gabapentinoids 
themselves lead to an increase of intracellular calcium [Ca2+]i, they were admitted first as 
internal control. Not a single neuron showed a change of [Ca2+]i due to this stimulus. As 
a second stimulus we tested  PGE2 (not shown), which led to an increase of [Ca2+]i in 5 
of 57 neurons of the control group, 5 of 60 neurons in the gabapentin group, and 2 of 74 
neurons in the pregabalin group. Stimulation with the TRPM-8 agonist menthol resulted 
in an increase of [Ca2+]i in 15.8% of the neurons in the control group (9 of 57), while 
17.2% of the gabapentin-treated (10 of 58) and 13.5% of the pregabalin-treated neurons 
(10 of 74) were responsive to menthol [Fig. 3]. Regarding the strength of menthol-
induced Ca2+-signals there were no significant differences between the groups.  
46 of 57 investigated neurons in the control group (80.7%) responded to stimulation with 
capsaicin, a TRPV-1 agonist, with an increase of [Ca2+]i. After cultivation in medium 
containing gabapentin, 75.9% of the neurons were responsive to capsaicin (44 of 58). In 
the third group, pretreated with pregabalin, the number of capsaicin-responsive neurons 
was reduced to 68.9% (51 of 74) [Fig. 3].  
In cell cultures pre-treated with gabapentin or pregabalin, we observed, that some neurons 
showed remarkably smaller or larger responses to the capsaicin-stimulus compared to the 
respective KCl-response of the same cell. We therefore analyzed the percentages of 
[Δratio capsaicin / Δratio KCl]. In the control group all investigated neurons showed 
similar responses to capsaicin and KCl (109.2% ± 1.99, mean ± SEM) [Fig. 4A, grey 
dots]. In cell cultures pre-treated with one of the gabapentinoids there was a number of 
neurons responding to capsaicin with only 20-80% compared to its KCl-response [Fig. 
4A, gabapentin = green squares, pregabalin = blue triangles]. These neurons represent a 
subpopulation of 16.1%, cultured in presence of gabapentin (5 of 31), and 16%, cultured 
in presence of pregabalin (4 of 25). Three examples are shown in Figure 4B, 
corresponding to red arrows in Figure 4A. There was also a small subpopulation of 
neurons in the gabapentinoid pretreated groups showing markedly higher capsaicin-
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responses compared to the respective KCl-response. This enhanced distribution is 
represented in an increased standard error of the mean (Control: 109.2% ± 1.99, 
Gabapentin: 103.4% ± 5.1, Pregabalin: 106.9% ± 9.55) [Fig. 4]. For these results, only 
neurons returning to their baselines after the preceding KCl stimulation were included. 
Figure 3:
After incubation with PBS (Control), gabapentin or pregabalin for 18-24 hours, DRG
primary cultures were used for intracellular calcium measurements. 
Bars represent the mean difference of the intracellular calcium level (Δratio 
[340/380 nm]) ± SEM) of all responsive neurons in response to a distinct stimulus
(menthol, KCl, capsaicin). Numbers in bars represent the absolute numbers of neurons 
with a Δratio larger than 0.05. Diagrams above each bar show the percentages of 
responsive neurons in relation to all vital neurons. Treatment with pregabalin reduced 
the percentage of neurons responding to capsaicin (69%), compared to the control 
group (81%).
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Figure 4:
Incubation of DRG primary cultures in medium containing gabapentinoids resulted in 
changes in their response to capsaicin compared to their KCl-response. In PBS treated 
cultures capsaicin and KCl caused similar increases of intracellular calcium (Δratio 
capsaicin/Δratio KCl between 80% and 140% (grey shaded background) with a mean 
of 109.2% ± 1.99. Treatment with gabapentin or pregabalin resulted in an increased 
distribution (Gabapentin: 103.4% ± 5.1, Pregabalin: 106.9% ± 9.55), with single 
neurons responding to capsaicin with an increase of only 20% of the respective KCl 
response. An example for each group is shown in Fig. 4B, corresponding to red arrows 
in 4A. For this evaluation only neurons returning to their previous baselines after KCl 
stimulation were included.
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DISCUSSION 
In this study, we tested the responses of an established primary culture from rat dorsal 
root ganglia to inflammatory (LPS) or somatosensory (capsaicin) stimulation in presence 
or absence of gabapentinoids in the culture medium. Some papers reported that treatment 
of animals with gabapentinoids resulted in reduced formation of several inflammatory 
mediators in experimental models of endotoxin-induced uveitis (Anfuso et al., 2017), 
neuropathic pain (Bao et al. 2014), or carrageenan-induced paw edema (Dias et al., 2014). 
Regarding the cytokines (TNF, IL-6) and the inducible enzymes for the formation of 
prostaglandin E2 (COX-2, mPGES-1), we just observed a tendency for reduced LPS-
induced expression of mPGES-1 by rat DRG primary cultures in presence of 
gabapentinoids. LPS-induced expression of IL-6, on the other hand, was significantly 
reduced by the presence of gabapentin or pregabalin in the culture medium [Fig. 1]. This
observation is relevant in so far, as IL-6 seems to influence peripheral sensory nerves in 
a direction that promotes the manifestation of inflammatory / neuropathic pain (Andratsch 
et al., 2009; Fang et al., 2015). As shown by Fang et al. (2015) the contribution of IL-6
to pain manifestation is mediated by the increased expression of the capsaicin receptor 
TRPV-1 under the influence of this cytokine. In line with this report, the tendency for an 
increase of LPS-induced expression of TRPV-1 was exclusively observed in absence of 
gabapentinoids [Fig. 1]. In contrast to the expression of IL-6, we could not demonstrate 
a significant reduction of the LPS-induced release of bioactive IL-6 into the supernatants 
of our cultures [Fig. 2]. A possible reason for this discrepancy might be a delayed effect 
of gabapentinoids on the formation of IL-6 at the protein compared to the mRNA level. 
We assume that gabapentinoids have a moderate influence on the inflammatory response 
of DRG primary cultures due to LPS-stimulation. 
The strength of stimulus-induced Ca2+-signals can be used to evaluate a modulation of 
nociceptive responses of DRG neurons to capsaicin by selected pre-treatments. In a 
previous study, for example, we showed that cultivation of DRG neurons in presence of
LPS resulted in enhanced capsaicin-induced Ca2+-responses (Leisengang et al., 2018). 
Here we aimed to test whether capsaicin-induced Ca2+-signals might be reduced by 
gabapentinoids. The presence of gabapentin and especially of pregabalin in the culture 
medium caused a reduction of the percentage of activated neurons in response to capsaicin 
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[Fig. 3]. The variation of cellular responses due to a stimulation with capsaicin compared 
to each KCl response was increased, with subpopulations of neurons responding with 
much smaller or even larger peaks. It is thus rather speculative to postulate direct 
inhibitory effects of gabapentinoids on the TRPV-1 channels as a putative mechanism to 
explain the reported anti-allodynic effects of gabapentinoids, although such effects might 
operate in small subpopulations of nociceptive neurons [Fig. 4].  
Indeed, the precise mechanisms of action of gabapetinoids seem to be of multiple additive 
origin and are therefore difficult to characterize and demonstrate (Sills, 2006; Alles and 
Smith, 2017). Still, our results provide some modest evidence for anti-inflammatory and 
thereby anti-nociceptive capacities of these substances in an experimental in vitro model 
of primary cell cultures from dorsal root ganglia.  
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D. ERWEITERTE DISKUSSION
Die im Abschnitt C dargestellten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
 Primärzellkulturen von Spinalganglien bestehen hauptsächlich aus Neuronen (ca. 
10%), Satellitenglia-Zellen (ca. 80%) und einem geringen Anteil ortsständiger 
Makrophagen (ca. 1%). 
 Neurone der Kultur reagieren auf thermische und chemische Stimuli mit einem 
Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration: 
o Capsaicin: 75% der Neurone 
o Menthol: 10% der Neurone 
o PGE2: 4% der Neurone 
 Nach inflammatorischer Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS: 1 μg/ml für 
18h) kommt es zu einer gesteigerten Calcium-Antwort auf Capsaicin und zu einer 
erhöhten Anzahl warm-responsiver Neurone (Sensibilisierung). 
 Durch die inflammatorische Stimulation mit LPS (1 μg/ml für 18h bzw. 10 μg/ml 
für 2h) steigt die Konzentration der Zytokine TNFα und IL-6 in den Überständen 
an. Auf mRNA Ebene lässt sich mittels RT-PCR eine gesteigerte Genexpression 
der beiden Zytokine beobachten. Daneben kommt es zu einem Anstieg der 
Expression von Cyclooxygenase-2, welche für die PGE2-Synthese von Bedeutung 
ist. 
 Immunzytochemisch lässt sich TNFα nach LPS-Stimulation vermehrt in 
Makrophagen der Kultur im so genannten trans-Golgi-Netzwerk auffinden. 
 Nach LPS-Stimulation ist eine verstärkte nukleäre Translokation der 
inflammatorischen Transkriptionsfaktoren STAT3 und NF-IL6 in Neuronen 
nachweisbar. NF-IL6 zeigt daneben auch ein deutlich verstärktes Signal in 
Makrophagen. 
 Die Reduktion der Anzahl an Makrophagen und Unterdrückung des Wachstums 
von Satellitenglia-Zellen durch Cisplatin führt zu einer Abnahme der LPS 
induzierten Zytokinexpression und -freisetzung. Die durch LPS induzierte 
Verstärkung der Ca++-Antwort von Nozizeptoren ist durch den Einsatz von 
Cisplatin vermindert. 
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 Gabapentinoide (Gabapentin und Pregabalin) führen zu verringerten Ca++-
Antworten einzelner Neurone auf Capsaicin. Zudem zeigen prozentual weniger 
Neurone nach Einsatz von Gabapentin bzw. Pregabalin eine Ca++-Antwort auf 
diesen Stimulus (Control: 81%, Gabapentin: 76%, Pregabalin: 69%). 
 Der Einsatz von Gabapentin bzw. Pregabalin führte zu einer verminderten 
Interleukin-6 Genexpression nach LPS-Stimulation. Daneben ist die Tendenz 
einer durch LPS induzierten gesteigerten Genexpression von TRPV1 nach 
Vorstimulation mit Gabapentinoiden nicht mehr nachweisbar. 
 Im Nucleus preopticus medianus (MnPO) lässt sich eine kleine Population Kälte-
responsiver Zellen (2%) finden. Auf einen Wärme-Stimulus zeigen etwa 7,5% der 
Neurone sowie 9,5% der Astrozyten einen deutlichen Anstieg der intrazellulären 
Ca++-Konzentration. 
 Keines der Wärme-responsiven hypothalamischen Neurone zeigt eine Zellantwort 
auf Capsaicin. Es handelt sich dabei um physiologische Warmsensoren. 
 
 
 Einfluss thermischer und chemischer Stimuli auf 
Primärzellkulturen von Spinalganglien (DRG) 
 
In den Spinalganglien befinden sich die Zellkörper der Neurone, welche die freien 
Nervenendigungen in der Körperperipherie ausbilden. Darüber hinaus existieren hier 
Satellitenglia-Zellen, die hauptsächlich eine Versorgungs- und Stützfunktion haben und 
die Neurone direkt umgeben. Sie sind allerdings auch in der Lage, Substanzen aus der 
Umgebung aufzunehmen sowie neuromodulatorische Mediatoren abzugeben (Hanani 
2005). Daneben sorgen insbesondere ortsständige Makrophagen für die Bildung und 
Freisetzung von inflammatorisch bedeutsamen Mediatoren (Hu und McLachlan 2003; 
Mueller et al. 2001). Primärzellkulturen von Spinalganglien eignen sich zur 
Untersuchung thermischer und chemischer Stimuli auf sensorische Neurone mittels 
Elektrophysiologie und Calcium-Imaging (Malin et al. 2007; Passmore 2005). Dazu 
zählen sowohl Temperatur-, als auch Schmerz-sensitive Nervenzellen, welche in der 
vorliegenden Studie untersucht worden sind. In einer ersten Serie von Versuchen konnte 
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gezeigt werden, dass etwa 75% der Neurone (317/423) in den verwendeten 
Primärkulturen von Spinalganglien auf Capsaicin, einen Agonisten am TRPV1, mit 
einem Anstieg der intrazellulären Ca++-Konzentration reagierten. Durch Capsaicin 
aktivierte  sensorische Neurone lassen sich allgemein als Nozizeptoren charakterisieren 
(Caterina et al. 2000; Lu et al. 2006; Frias und Merighi 2016). Dieses Ergebnis ist 
vergleichbar mit denen anderer Studien, bei denen eine ähnliche (77%; Sculptoreanu et 
al. 2010) bzw. etwas geringere Anzahl (64%; Gold et al. 1996a) von Nozizeptoren in 
Primärkulturen von Spinalganglien beschrieben wurde. Unter den Capsaicin-responsiven 
Neuronen befanden sich auch einige Neurone (33%; 36/109), welche zusätzlich auf einen 
Wärme-Stimulus (45 °C) mit einem Anstieg der intrazellulären Ca++-Konzentration 
reagierten. Alle warm-responsiven Neurone zeigten dabei auch eine Zellantwort auf 
Capsaicin, weswegen es sich um Nozizeptoren und nicht um physiologische Warm-
sensoren handelt. Physiologische Warmsensoren werden bereits bei geringeren 
Temperaturen aktiviert und als verantwortlicher Rezeptor wurde kürzlich der TRPM2-
Kanal identifiziert (Tan und McNaughton 2016; Song et al. 2016). Kirschstein et al. 
untersuchten dissoziierte Spinalganglien-Neurone mit Hilfe der Patch-clamp-Technik 
ebenfalls auf deren Wärme- und Capsaicin-Responsivität, und fanden dabei heraus, dass 
31% (8/26) der Neurone auf einen Wärme-Stimulus reagieren und alle diese warm-
responsiven Neurone auch eine Reaktion auf Capsaicin zeigen (Kirschstein et al. 1997). 
Auch in anderen Studien wurde nachgewiesen, dass zumindest ein Großteil der warm-
responsiven Neurone aus Spinalganglien auch auf Capsaicin reagiert (97%, 32/33; 
(Savidge et al. 2001).  
Daneben wurde in der vorliegenden Studie auch die Responsivität von Neuronen auf 
Kälte und Menthol, einen Agonisten am TRPM8, untersucht. Dadurch wurden mögliche 
Kältesensoren identifiziert (Braun et al. 1980; Schäfer et al. 1986; Peier et al. 2002).
Dabei zeigten 10% der untersuchten Neurone (42/426) einen Anstieg der intrazellulären 
Calcium-Konzentration auf den Menthol-Stimulus, worunter sich auch Kälte-responsive 
Neurone befanden (3%, 13/426). Auch diese Ergebnisse lassen sich gut mit den 
Resultaten anderer Arbeitsgruppen vergleichen, bei denen 10% (Okazawa et al. 2000) 
bzw. 11% (Reid et al. 2002) der Neurone auf Menthol reagierten. Auch in den 
Untersuchungen von Reid et al. zeigten nicht alle Menthol-responsiven Neurone eine 
Zellantwort auf Kälte.  
Zusätzlich wurde die Responsivität der Neurone auf Prostaglandin E2 untersucht. Auf 
eine Stimulation mit PGE2 zeigten 4% der untersuchten Neurone (19/426) einen Anstieg 
Erweiterte Diskussion 
120 
 
der intrazellulären Calcium-Konzentration. In dieser Gruppe befanden sich sowohl 
Nozizeptoren (Capsaicin-responsiv), als auch Kalt-Sensoren (Menthol-responsiv). PGE2  
wird im Rahmen von Entzündungen durch die induzierbaren Enzyme Cyclooxygenase 2 
(COX-2) und mikrosomale PGE-Synthase 1 (mPGES-1) vermehrt gebildet und 
freigesetzt und spielt im Rahmen der Modulierung der Aktivität sensorischer Neurone 
eine wichtige Rolle (Huang et al. 2006a; Smith et al. 2000; Simm et al. 2016). Zudem 
trägt die Aktivierung peripherer Neurone, zum Beispiel durch PGE2, über einen 
neuronalen Weg, neben der Vermittlung durch pyrogene Substanzen über die Blutbahn, 
zur Initiation von Fieber bei (Ross et al. 2000; Ott et al. 2015). Auch im Rahmen von 
neuropathischem Schmerz wird eine Beteiligung von PGE2 an der Entwicklung von 
Hyperalgesie und Allodynie diskutiert (Ma et al. 2012). Das Experimentalmodell einer 
Primärzellkultur von Spinalganglien lässt sich somit hervorragend zur Charakterisierung 
der Responsivität und Modulierbarkeit sensorischer Neurone auf somatosensorische und 
neurochemische Stimuli einsetzen. 
 
 Einfluss inflammatorischer Stimulation der DRG 
Zellkultur auf die Sensibilisierung von Neuronen und 
Produktion inflammatorischer Mediatoren 
 
Im Rahmen von Entzündungen kommt es zur Freisetzung zahlreicher inflammatorischer 
Mediatoren, wie Zytokinen, Chemokinen, Prostaglandinen und weiteren Substanzen. 
Einige davon sind in der Lage, primäre afferente Neurone, wie Thermo-Rezeptoren und 
Nozizeptoren zu modulieren und so die Empfindung thermischer und noxischer Stimuli 
zu beeinflussen (siehe Abschnitt B 2). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde 
untersucht, wie eine simulierte Entzündung die verschiedenen Zelltypen der neuroglialen 
Primärzellkultur von Spinalganglien beeinflusst (Neurone, Satellitenglia-Zellen, 
Makrophagen). Mittels Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) in verschiedenen 
Konzentrationen wurde der Effekt einer Entzündung auf diese Zelltypen und deren 
Responsivität auf  die in Abschnitt 1 genannten thermischen und chemischen Stimuli 
untersucht. Mit Hilfe des Ca++-Imagings konnte gezeigt werden, dass eine LPS-
Stimulation zu einer signifikant gesteigerten Capsaicin-Responsivität führt. Außerdem 
stieg sowohl die Anzahl der Capsaicin-responsiven (76% vs. 71%), als auch der Wärme-
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responsiven Zellen (45% vs. 33%) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Für diese 
Sensibilisierungseffekte auf noxische Stimuli können verschiedene Mechanismen 
verantwortlich sein. Zum einen ist eine Sensibilisierung der Schmerzneurone durch LPS 
selbst möglich (Diogenes et al. 2011). Daneben kann eine LPS-Stimulation zur 
Produktion pronozizeptiver Mediatoren führen, die sowohl in der Lage sind, den 
verantwortlichen Kanal, TRPV1, mittels Phosphorylierung direkt zu modulieren, als auch 
die Anzahl Capsaicin-responsiver Neurone zu erhöhen (siehe Abschnitt B 2; Huang et al. 
2006a; Bhave und Gereau 2004). In diesem Zusammenhang spielen vor allem die 
Zytokine TNFα und IL-6 eine wichtige Rolle (Fang et al. 2015; Hensellek et al. 2007; 
Andratsch et al. 2009).  
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation der 
Primärzellkultur mit LPS zu einer signifikant gesteigerten Freisetzung sowohl von TNFα, 
als auch von IL-6 in deren Überstände führt. Auch auf mRNA-Ebene konnte mittels RT-
PCR eine erhöhte Genexpression beider Zytokine nachgewiesen werden. Daneben führte 
die LPS-Stimulation zu einer gesteigerten Expression der COX-2, einem Enzym, dass für 
die vermehrte Bildung von PGE2 verantwortlich ist. Immunzytochemisch war TNFα vor 
allem in einer zellkernnahen Region von Makrophagen detektierbar. Dabei handelt es 
sich um das trans-Golgi-Netzwerk (Wuchert et al. 2008; Manderson et al. 2007; Lieu et 
al. 2008). Hier werden gebildete Proteine aus dem endoplasmatischen Retikulum 
gelagert, in ihre aktive Form überführt und auf verschiedene Transportvesikel verteilt um 
schließlich von der Zelle sezerniert zu werden (Alberts et al. 2017). IL-6 konnte 
immunzytochemisch nicht eindeutig einem Zelltyp zugeordnet werden. Neben den 
Makrophagen ist auch eine Beteiligung der Satellitenglia-Zellen und Neurone an der 
Zytokin-Bildung wahrscheinlich, auch wenn nur ein geringes Signal immunzytochemisch 
detektierbar war (Blum et al. 2014; Mitterreiter et al. 2017; Hanani 2005; Murphy et al. 
1995, eigene Beobachtungen). Für beide Zytokine wird eine wichtige Bedeutung, 
insbesondere im Zusammenhang mit der Sensibilisierung nozizeptiver Neurone bei 
neuropathischem Schmerz diskutiert.  
TNFα agiert an den Rezeptoren TNFR1 und 2 und ist in der Lage, unterschiedliche 
intrazelluläre Signalkaskaden einzuleiten, die zu einer veränderten Genexpression führen 
(Miller et al. 2009). Dabei spielt vor allem der Signalweg über NFκB, aber auch der über 
MAP Kinasen (p38 MAPK, ERK) eine Rolle (Zelenka et al. 2005; Takahashi et al. 2006). 
IL-6 bindet an die gp130 Untereinheit und ist in der Lage, sowohl über den NFκB-, als 
auch über den MAPK- und den JAK/STAT Signalweg die Genexpression zu modulieren 
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(Andratsch et al. 2009; Zhou et al. 2016; Fang et al. 2015). Eine Aktivierung der 
genannten Signalwege lässt sich immunzytochemisch durch ein verstärktes Signal 
bestimmter Transkriptionsfaktoren im Zellkern nachweisen (Rummel 2016; Schneiders 
et al. 2015; Damm et al. 2013).  
In der vorliegenden Studie wurden die Transkriptionsfaktoren NFκB, STAT3 und NF-
IL6 untersucht. Für NFκB zeigte sich insgesamt nur eine geringes nukleäres Signal in den 
Zellen der Primärzellkultur und ein Unterschied zwischen der mit LPS behandelten und 
der Kontrollgruppe war kaum detektierbar. Für STAT3 ließ sich ein deutlicher Effekt der 
LPS-Stimulation erkennen. So zeigten vor allem Neurone ein signifikant verstärktes 
nukleäres STAT3-Signal. Diese gesteigerte Translokation von STAT3 in den Zellkern 
kann durch das vermehrt gebildete IL-6 und dessen Bindung an die gp130 Untereinheit 
an Neuronen erklärt werden (Heinrich et al. 1998; Harré et al. 2002; Akira 1997). Dies 
könnte unter anderem zur Sensibilisierung von Nozizeptoren beitragen (Zhou et al. 2016).  
Auch eine verstärkte Translokation des Transkriptionsfaktors NF-IL6 konnte sowohl in 
Neuronen, als auch in Makrophagen der Zellkultur nachgewiesen werden. NF-IL6 ist an 
der Bildung der Zytokine TNFα und IL-6 beteiligt (Akira et al. 1990; Pope et al. 1994; 
Matsusaka et al. 1993). Zur Aktivierung von NF-IL6 kommt es unter anderem über den 
p38 MAPK Signalweg (Horie et al. 2007). Dieser spielt sowohl im Zuge der Bindung von 
LPS an den TLR-4 Rezeptor, als auch nach Aktivierung des TNFR1 durch TNFα eine 
entscheidende Rolle. So wird über diesen zum einen die vermehrte Produktion von 
Zytokinen, aber auch die vermehrte Expression des TRPV1 reguliert (Miller et al. 2009). 
Eine vermehrte nukleäre Translokation von NF-IL6 in Makrophagen könnte also für die 
gesteigerte Zytokinbildung im Zuge einer Aktivierung durch LPS oder TNFα 
mitverantwortlich sein (Pope et al. 1994; Akira et al. 1990). In den Neuronen könnte sie 
daneben entscheidend zur Sensibilisierung der Nozizeptoren beitragen (Schäfers et al. 
2003; Khan et al. 2008). 
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Abbildung 13:
Schematische Darstellung der in Abschnitt 2 diskutierten Ergebnisse 
(eigene Abbildung)
Die Abbildung zeigt die in der Primärzellkultur von Spinalganglien vorhandenen 
Zelltypen (Neurone, Satellitenglia-Zellen und Makrophagen, grün). Eine Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS) führt besonders in Makrophagen zu einer nukleären 
Translokation des Transkriptionsfaktors NF-IL6 (nicht gezeigt) und zu einer vermehrten 
Bildung von TNFα, die sich immunzytochemisch als verstärktes Signal nahe des 
Zellkerns zeigt (in der Abb.: rot). TNFα und auch IL-6 werden freigesetzt und lassen sich 
nach LPS-Stimulation vermehrt in den Überständen von Zellkulturen nachweisen
(TNFα: , IL-6: ). Beide Zytokine agieren an ihrem jeweiligen Rezeptor an Neuronen 
(TNFR1 bzw. gp130 Untereinheit), was zu einer vermehrten nukleären Translokation der 
Transkriptionsfaktoren STAT3 und NF-IL6 in Neuronen führt (nukleäres STAT3 Signal 
im Neuron: rot). Dies könnte zu einer Sensibilisierung von Nozizeptoren durch 
vermehrten Einbau von TRPV1-Kanälen (  ) und einer verstärkten Zellantwort auf 
noxische Reize, wie Capsaicin oder Hitze beitragen.
TRPV1
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 Besondere Rolle der peripheren Gliazellen und 
Makrophagen für die inflammatorische Antwort 
 
Um die besondere Rolle von Makrophagen und Satellitenglia-Zellen im Zusammenhang 
mit der inflammatorischen Antwort von Spinalganglien weiter zu untersuchen, wurden 
diese in einem Folgeversuch durch Cisplatin in ihrem Wachstum gehemmt. Cisplatin ist 
ein Zytostatikum und wird als Medikament in der Krebstherapie eingesetzt (Dasari und 
Tchounwou 2014). Im Zuge der Therapie mit Cisplatin treten häufig neurotoxische sowie 
periphere neuropathische Nebenwirkungen auf (Gregg et al. 1992; Podratz et al. 2011; 
Boyette-Davis et al. 2015). In der vorliegenden Studie wurde Cisplatin mit dem Ziel 
eingesetzt, das Wachstum von Gliazellen zu hemmen, ohne dabei die Vitalität der 
Neurone zu beeinflussen (Sugimoto et al. 2000). Die Dosierungen wurden 
dementsprechend, wie bereits von anderen Autoren beschrieben, gewählt (Jiang et al. 
2008).  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cisplatin sowohl Satellitenglia-
Zellen stark in ihrem Wachstum hemmt, als auch die Anzahl der Makrophagen in der 
Primärzellkultur drastisch reduziert. Die Vitalität der Neurone sowie deren Responsivität 
auf verschiedene Stimuli in Ca++-Imaging Versuchen waren davon nicht bzw. nur gering 
beeinflusst. So zeigten Neurone nach einer Inkubation mit Cisplatin einen stärkeren 
Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration auf eine Stimulation mit KCl. Dies 
kann sich dadurch erklären lassen, dass Neurone in einer mit Cisplatin behandelten Kultur 
weniger von Satellitenglia-Zellen umgeben sind und somit eine bessere Erreichbarkeit 
der Neuronenoberfläche für stimulierende Substanzen gewährleistet ist.  
Daneben konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit Cisplatin deutliche Effekte auf 
die inflammatorische Antwort nach einer LPS-Stimulation hat. So sank die Menge an 
produziertem TNFα und IL-6 nach Cisplatin-Behandlung und anschließender LPS-
Stimulation auf einen Bruchteil der Konzentration in der Kontrollgruppe (17 bzw. 7,5% 
für TNFα, 43 bzw. 36% für IL-6 je nach Cisplatin-Dosis). Eine ähnlich starke Reduktion 
der Zytokin-Expression konnte auch auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR gezeigt werden. 
Neurone, die einer Behandlung mit Cisplatin und LPS ausgesetzt waren, zeigten in Ca++-
Imaging Versuchen keine signifikant gesteigerte Capsaicin-Antwort, anders als es 
Neurone nach einer Stimulation mit LPS allein taten. Die Ausschaltung der peripheren 
Gliazellen und Makrophagen in den Spinalganglien führt folglich zu einer Reduktion der 
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Zytokin-Bildung und es hemmt die LPS-induzierte Steigerung der Ca++-Signale auf einen 
noxischen Stimulus (Capsaicin). Daraus lässt sich schließen, dass sowohl die 
Satellitenglia-Zellen, als auch die Makrophagen einen erheblichen Anteil an der 
Immunantwort nach LPS-Stimulation haben und durch die Bildung der Zytokine zur 
Sensibilisierung der nozizeptiven Neurone beitragen. 
Abbildung 14:
Schematische Darstellung der in Abschnitt 3 diskutierten Ergebnisse
(eigene Abbildung)
Die Abbildung zeigt beispielhaft die Zelltypen einer Primärzellkultur von Spinalganglien 
(grün). Der Einfluss von Cisplatin ist in gelber Farbe dargestellt. 
Der Einsatz von Cisplatin führt zu einer signifikant reduzierten Anzahl an Makrophagen
in Primärzellkulturen von Spinalganglien. Daneben kommt zu einer deutlichen Hemmung 
des Wachstums von Satellitenglia-Zellen, welche nicht mehr die typischen Fortsätze 
ausbilden. Werden diese mit Cisplatin vorbehandelten Zellen einer LPS-Stimulation 
ausgesetzt, kommt es zu einer reduzierten Expression und Freisetzung von TNFα und
IL-6. In Folge der verringerten Zytokinmenge in der Umgebung der Neurone, kommt es 
auch zu einem geringeren (nicht mehr signifikanten) Anstieg der Capsaicin-Antwort. 
Periphere Gliazellen tragen folglich durch Produktion und Freisetzung von Zytokinen 
entscheidend zur Sensibilisierung von Nozizeptoren bei.
TRPV1
Erweiterte Diskussion 
126 
 
 Effekte von Gabapentinoiden auf die somatosensorische 
und inflammatorische Stimulation von Primärzellkulturen der 
Spinalganglien 
 
Gabapentinoide, wie Gabapentin und Pregabalin, wurden ursprünglich als GABA-
Analoga mit der Vermutung einer inhibitorischen, GABAergen Wirkung synthetisiert. 
Sie sind in der Lage, sowohl bei neuropathischem als auch bei inflammatorischem 
Schmerz für eine Schmerzlinderung zu sorgen, agieren allerdings nicht am GABA 
Rezeptor (Lanneau et al. 2001). Die für den Schmerz-reduzierenden Effekt 
verantwortlichen Mechanismen sind komplex und nach wie vor nicht vollständig geklärt. 
Ein Ziel der vorliegenden Studie war es, den Effekt von Gabapentinoiden auf 
Primärzellkulturen von Spinalganglien im Rahmen von noxischen und 
inflammatorischen Stimuli zu untersuchen.  
In einer ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss einer Inkubation mit Gabapentin bzw. 
Pregabalin auf die inflammatorische Antwort der Primärzellkultur nach LPS-Stimulation 
untersucht. Mittels RT-PCR konnte hierbei festgestellt werden, dass eine Tendenz für 
eine reduzierte Genexpression der mPGES-1 vorlag. Die Expression von IL-6 war 
signifikant reduziert. Dies ist vor allem im Zusammenhang mit den sensibilisierenden 
Effekten von IL-6 auf nozizeptive Neurone von Bedeutung (siehe Abschnitt 2; Andratsch 
et al. 2009; Fang et al. 2015). Ähnliche antiinflammatorische Effekte von 
Gabapentinoiden konnten auch in anderen Zusammenhängen nachgewiesen werden. So 
zeigten Anfuso et al. in einem Modell okulärer Entzündungen, dass sowohl die 
Zytokinproduktion, als auch die Bildung von COX-2 und PGE2 nach Gabapentin-
Behandlung reduziert ist (Anfuso et al. 2017). In einer weiteren Studie wurden die 
antiinflammatorischen Eigenschaften von Gabapentinoiden in Carrageenan-induzierten 
Pfoten-Ödemen nachgewiesen. Auch hier zeigte sich eine signifikant reduzierte 
Zytokinbildung bei Mäusen, welche mit Gabapentinoiden vorbehandelt waren (Dias et 
al. 2014). Auch in Tiermodellen von neuropathischem Schmerz konnte ein anti-
inflammtorischer Effekt nachgewiesen werden. In einer Studie konnte die durch 
Morphine gesteigerte Zytokinproduktion im Rückenmark durch den Einsatz von 
Gabapentinoiden reduziert werden (Bao et al. 2014). In einer weiteren Studie wurde 
herausgefunden, dass in einem Modell von neuropathischem Schmerz durch intrathekale 
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Injektion von Gabapentin die Expression proinflammatorischer Zytokine im Rückenmark 
reduziert ist, während die von IL-10, einem antiinflammatorischem Zytokin, gesteigert 
ist (Lee et al. 2013). Kürzlich wurde zudem in einer Studie von Yamaguchi et al. in einer 
U373 MG Zelllinie gezeigt, dass sowohl Gabapentin, als auch Pregabalin dazu in der 
Lage sind, die Produktion von IL-6 zu reduzieren und außerdem intrazelluläre 
Signalwege, wie den p38 MAPK- und NFκB-Signalweg, zu hemmen (Yamaguchi et al. 
2017). Beide Signalwege sind für die Bildung von Zytokinen, wie auch für die 
Sensibilisierung von Nozizeptoren von Bedeutung (siehe Abschnitt 2; Miller et al. 2009; 
Zelenka et al. 2005; Takahashi et al. 2006; Andratsch et al. 2009). Dass in der 
vorliegenden Studie kein signifikanter Unterschied der Zytokin-Konzentrationen in den 
Überständen feststellbar war, kann dem zeitlichen Versatz von Genexpression und 
Freisetzung von Zytokinen geschuldet sein. Bezüglich der reduzierten Expression der 
mPGES-1 wäre in künftigen Studien zu überprüfen, ob und wie stark sich dieser Effekt 
tatsächlich auf die Bildung von PGE2 auswirkt, dessen Bedeutung für die Sensibilisierung 
peripherer Nozizeptoren gut dokumentiert ist. Neben der Untersuchung 
inflammatorischer Mediatoren mittels RT-PCR wurde auch die Genexpression des 
TRPV1 sowie der α2δ-1 Untereinheit von spannungsabhängigen Calcium-Kanälen 
untersucht. Dabei zeigte sich die Tendenz einer durch LPS gesteigerten Expression des 
TRPV1. Diese LPS-induzierte Steigerung war weder nach Inkubation mit Gabapentin 
noch mit Pregabalin zu erkennen. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte der von 
Yamaguchi et al. beschriebene Einfluss auf intrazelluläre Signalwege über p38 MAPK 
oder NFκB zur Steigerung der Expression bestimmter Zielgene hinweisen (Yamaguchi et 
al. 2017).
In einer weiteren Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer 
Inkubation mit Gabapentin und Pregabalin auf Zellantworten einzelner Neurone auf 
Stimulation mit Menthol und Capsaicin untersucht. Beide Gabapentinoide hatten keinen 
Einfluss auf die Menthol-Responsivität der Neurone. Für die Capsaicin-Responsivität 
konnte gezeigt werden, dass Gabapentinoide zu keinem signifikanten Unterschied bei 
Zellantworten auf die Gesamtpopulation der Neurone bezogen führen. Bei genauerer 
Betrachtung ist jedoch zu erkennen, dass einzelne Neurone mit teils deutlich reduzierten 
Ca++-Signalen auf einen Capsaicin-Stimulus reagieren. Außerdem ist die Zahl Capsaicin-
responsiver Neurone in Gabapentin- (76%) und Pregabalin-behandelten (69%) 
Primärzellkulturen geringer als in der Kontrollgruppe (81%). Diese Ergebnisse weisen 
auf eine antinozizeptive Komponente der Gabapentinoid-Wirkung neben dem oben 
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beschriebenen antiinflammatorischen Effekt hin. Eine direkte Beeinflussung des TRPV1 
durch die Gabapentinoide ist jedoch unwahrscheinlich. Hingegen ist die Wirkung dieser 
an spannungsabhängigen Calcium-Kanälen (Cav) schon sehr detailliert untersucht. In 
mehreren Studien konnte ein direkter inhibierender Effekt von Gabapentin und 
Pregabalin auf den Calcium-Einstrom durch Cav’s nachgewiesen werden (Alden und 
Garcia 2001; Martin et al. 2002; Sarantopoulos et al. 2002; Sutton et al. 2002; McClelland 
et al. 2004). Kommt es in Calcium-Imaging Versuchen im Zuge der Aktivierung 
spezifischer Kanäle (z.B. TRPV1 durch Capsaicin) zu einem Calcium-Einstrom, kann 
dies aufgrund der Spannungsänderung auch zu einer Aktivierung der Cav’s führen, 
welche dann zu dem gemessenen Unterschied der intrazellulären Calcium-Konzentration 
(Δratio[340/380nm]) beitragen. Werden die Cav’s durch Gabapentinoide in ihrer 
Funktion gehemmt, kann es zu einer Reduktion des Ca++-Signales kommen, welches nicht 
auf einem direkten Effekt an dem ursprünglich aktivierten Kanal (z.B. TRPV1) beruht. 
Insgesamt waren die durch Gabapentinoide erzielten Effekte auf die Primärzellkultur von 
Spinalganglien als eher moderat einzustufen. In weiterführenden Untersuchungen wäre 
zu ermitteln, ob eine längerfristige Inkubation der Kulturen mit Gabapentin oder 
Pregabalin zu stärkeren antiinflammatorischen bzw. antinozizeptiven Effekten führt. 
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Abbildung 15:
Schematische Darstellung der in Abschnitt 4 diskutierten Ergebnisse
(eigene Abbildung)
Die Abbildung zeigt beispielhaft die Zelltypen einer Primärzellkultur von Spinalganglien 
(grün). Mögliche Einflüsse von Gabapentinoiden (Gabapentin bzw. Pregabalin) sind in 
gelber Farbe dargestellt. Untersucht wurden die Einflüsse von Gabapentinoiden auf 
somatosensorische (linke Seite) sowie inflammatorische Stimulation (rechte Seite).
Es konnte gezeigt werden, dass es bei einzelnen Neuronen nach Inkubation mit 
Gabapentinoiden zu reduzierten Ca++-Signalen auf einen Capsaicin-Stimulus kommt. Ein 
Effekt direkt am TRPV1 ist jedoch unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, dass es durch 
Inhibition spannungsabhängiger Calcium-Kanäle zu veränderten Ca++-Signalen der 
Neurone kommt. In einer zweiten Versuchsreihe wurden die Effekte von 
Gabapentinoiden auf die inflammatorische Antwort nach LPS-Stimulation untersucht. 
Dabei konnte mittels RT-PCR gezeigt werden, dass die Genexpression von IL-6 durch 
Gabapentinoide signifikant reduziert ist. Dieser antiinflammatorische Effekt der Gaba-
pentinoide könnte insbesondere bei der Therapie von neuropathischem Schmerz von 
Bedeutung sein.
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 Einfluss thermischer Stimulation auf Zellen von 
Primärzellkulturen des Nucleus preopticus medianus (MnPO) 
 
Der Nucleus preopticus medianus (MnPO) gilt als wichtigste zentralnervöse Struktur zur 
Regulation der Körpertemperatur (McKinley et al. 2015; Morrison und Nakamura 2018). 
Hier werden eingehende thermische Informationen auf efferente Neurone verschaltet, die 
bestimmte thermoregulatorische Mechanismen in Gang setzen (Morrison et al. 2008). 
Diese Informationen kommen zum Teil von sensorischen Neuronen aus der Peripherie, 
die in der Lage sind, die Umgebungstemperatur durch spezifische Kanäle aus der TRP-
Familie, wie dem TRPM8 für Kälte (<25 °C), dem TRPM2 für Wärme (>38 °C) oder 
dem TRPV1 für starke Hitze (>45 °C), zu detektieren (Bautista et al. 2007; Caterina et al. 
1997; Tominaga et al. 1998; Tan und McNaughton 2016). Nach einer synaptischen 
Übertragung im Dorsalhorn des Rückenmarks (Laminae I & II, Substantia gelatinosa) 
wird der Reiz über den spinoparabrachialen Signalweg zunächst in den lateralen 
parabrachialen Nucleus (LPB) und von dort in den MnPO geleitet (Morrison und 
Nakamura 2011). Neben dieser peripheren Temperaturwahrnehmung, spielt auch die 
Detektion der Temperatur in zentralnervösen Strukturen eine wichtige Rolle für die 
Thermoregulation. So konnten Kälte- & Wärme-sensitive Neurone sowohl im Dorsalhorn 
des Rückenmarks (Andrew und Craig 2001; Craig et al. 2001; Bester et al. 2000; Brock 
und McAllen 2016), als auch im LPB (Xue et al. 2016) und in verschiedenen Regionen 
des Hypothalamus (Abe et al. 2003; Hori und Shinohara 1979; Kobayashi 1986) 
nachgewiesen werden. Eine thermische Stimulation im Bereich des Hypothalamus in vivo 
führt bei Säugern zur Aktivierung entsprechender thermoregulatorischer Mechanismen 
(Baldwin und Ingram 1976; Carlisle und Ingram 1973; Chai und Lin 1972; Mazher et al. 
2018). Auch im Zusammenhang mit der Pathophysiologie des Fiebers spielt der MnPO 
eine bedeutende Rolle (Roth und Blatteis 2014; Damm et al. 2012; Roth et al. 2009). Die 
physiologische Funktion und die Arbeitsweise der zentralen Thermosensoren und deren 
Einfluss auf die Thermoregulation sind bislang zwar intensiv, vor allem mittels 
elektrophysiologischer Methoden erforscht worden (Boulant 2000; Kelso et al. 1982; 
Hori und Shinohara 1979; Hori et al. 1982). Sie sind allerdings nach wie vor nur 
unvollständig verstanden. Durch die Entdeckung der TRP-Kanäle eröffnete sich ein neuer 
experimenteller Ansatz, um auch die zentralen Thermosensoren experimentell zu 
untersuchen. 
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Ziel der vorliegenden Studie war es, die Responsivität von Zellen aus neuroglialen 
Primärzellkulturen des MnPO auf thermische Reize und neurochemische Stimuli zu 
untersuchen. Dabei wurde neben einem Kälte- und Wärme-Stimulus der im MnPO 
bedeutende Transmitter Glutamat, sowie die Agonisten der Kanäle TRPM8 (Menthol) 
und TRPV1 (Capsaicin) getestet. Auf ein Abkühlen auf 25 °C zeigten 4 von 212 
untersuchten Neuronen (ca. 2%) einen Anstieg der intrazellulären Ca++-Konzentration. 
Nur ein Neuron von 212 reagierte auf einen Menthol-Stimulus. In der Literatur finden 
sich nur wenige Untersuchungen zu Kälte-responsiven Neuronen im Bereich des MnPO. 
Hori et al. untersuchten die Thermo-Responsivität von hypothalamischen Neuronen und 
entdeckten in 640 untersuchten Neuronen vierzehn Kälte-responsive, was ebenfalls ca. 
2% entspricht (Hori und Shinohara 1979). Abe et al. zeigten in akut dissoziierten Zellen 
des präoptischen und anterioren Hypothalamus von Ratten, dass 9% der untersuchten 
Neurone (24/267) in Ca++-Imaging Versuchen auf einen Kälte-Stimulus reagieren (Abe 
et al. 2003). Auf Menthol zeigte in diesen Versuchen kein Neuron einen Anstieg der 
intrazellulären Ca++-Konzentration. Travis et al. untersuchten die Kälte-Responsivität 
von Neuronen des MnPO in frisch präparierten Schnitten des Gehirns. Dabei zeigten 5 
von 208 untersuchten Neuronen eine Zellantwort (ca. 2%). Es gibt also eine geringe 
Anzahl Kälte-responsiver Neurone im zentralen Nervensystem, wobei der in der 
Peipherie für das Kälteempfinden bedeutende TRPM8, hier eher unbedeutend zu sein 
scheint. Die Rolle dieser zentralen Kälte-Sensoren für die Thermoregulation ist jedoch 
kritisch zu hinterfragen, da man schon bei einer Körperkerntemperatur von unter 28 °C 
von einer hochgradigen Hypothermie ausgehen muss, bei der ein Patient bereits im Koma 
liegt, ein Enzephalogramm keinerlei Aktivität mehr zeigt und auch eine Pupillenreaktion 
nicht mehr vorhanden ist (McCullough und Arora 2004). Eine physiologische Funktion 
dieser Kälte-Sensoren konnte bislang nicht gezeigt werden.  
Neben der Responsivität auf Kälte wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch jene 
auf einen Wärme-Stimulus untersucht. Dabei zeigten 24 von 327 untersuchten Neuronen 
(7,5%) sowie 23 von 241 untersuchten Astrozyten (9,5%) einen schnellen Anstieg der 
intrazellulären Ca++-Konzentration in Form eines Peaks als Antwort auf das Erwärmen 
auf 45 °C. Darüber hinaus reagierten weitere 33 Neurone (10%) sowie 107 Astrozyten 
(44%) mit einem langsamen Anstieg des intrazellulären Ca++-Levels, parallel zur 
Temperatursteigerung. Die Wärme-Responsivität  hypothalamischer Neurone wurde 
auch von anderen Arbeitsgruppen mittels verschiedener Methoden untersucht. Kelso et 
al. untersuchten in einer Versuchsreihe 139 Neurone, wobei etwa 30% dieser auf einen 
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Wärme-Stimulus reagierten (Kelso et al. 1982). Auch die Arbeitsgruppe um Hori 
untersuchte in mehreren Studien die Wärme-Responsivität hypothalamischer Neurone, 
insbesondere in der präoptischen Region (POA) und dem anterioren Hypothalamus (AH). 
In einer Studie von 1979 zeigten 118 von 640 untersuchten Neuronen (18,4%) eine 
gesteigerte Impulsrate nach einem Anstieg der Temperatur und wurden damit als warm-
sensitiv klassifiziert (Hori und Shinohara 1979). In einer darauf folgenden Studie wurden 
die Regionen POA und AH verglichen und es zeigten 33% (25/75) der Neurone aus dem 
AH, sowie 30% (88/291) der Neurone aus der POA gesteigerte Impulsraten auf Wärme-
Stimuli (Hori et al. 1982). Im Bereich des MnPO untersuchten auch Travis et al. die 
Wärme-Responsivität und wiesen eine solche bei 49 von 208 Neuronen (23,6%) nach. 
Die Wahrnehmung von gesteigerten Temperaturen im ZNS scheint also von größerer 
Bedeutung zu sein, da eine deutlich größere Anzahl Wärme-empfindlicher Neurone 
existiert. Der Rezeptor, der für die Wärmedetektion im Bereich des Hypothalamus 
verantwortlich ist, wurde erst kürzlich als der TRPM2-Kanal identifiziert (Siemens und 
Kamm 2018; Song et al. 2016; Tan und McNaughton 2016). Dessen Funktion liegt vor 
allem darin, einen zu hohen Anstieg der Temperatur im ZNS und damit eine Überhitzung 
zu verhindern (Song et al. 2016).  
In der vorliegenden Studie wurde auch die Responsivität der Zellen von 
Primärzellkulturen des MnPO auf Capsaicin, einen Agonisten am Hitze-empfindlichen 
Kanal TRPV1, untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass keine der untersuchten 
Zellen in der Kultur (Neurone: 0/240, Astrozyten: 0/134) direkt auf einen Capsaicin-
Stimulus mit einem Anstieg der intrazellulären Ca++-Konzentration reagierten. Eine 
direkte Beteiligung des TRPV1 an der Regulation der Körpertemperatur ist umstritten. Er 
scheint im zentralen Nervensystem eher eine Funktion als Modulator der synaptischen 
Plastizität sowie der Wärme-Responsivität von Neuronen, als eine direkte sensorische 
Funktion für noxische Stimuli, wie in peripheren Neuronen, zu haben (Alter und Gereau 
2008; Karlsson et al. 2005; Riera et al. 2014; Sasamura et al. 1998; McGaraughty et al. 
2009).  
Für die Responsivität der Astrozyten auf einen Wärme-Stimulus gibt es mehrere 
Erklärungsansätze. Zum einen könnten sie durch die Freisetzung von Transmittern (z.B. 
Glutamat) aus Neuronen, die durch die Erwärmung aktiviert wurden, sekundär beeinflusst 
werden. Hierfür spricht, dass alle Astrozyten, die eine Zellantwort auf das Erwärmen 
zeigten, auch durch Glutamat aktivierbar waren. Zum anderen ist eine primäre 
Aktivierung durch einen thermischen Reiz möglich. Hierfür kommen verschiedene von 
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Astrozyten exprimierte Rezeptoren in Betracht. Zum einen konnte gezeigt werden, dass 
der TRPV1 von Astrozyten im ZNS exprimiert wird (Mannari et al. 2013; Doly et al. 
2004). Da jedoch der Einsatz von Capsaicin keinen Effekt auf die Astrozyten hatte, ist 
dessen Beteiligung unwahrscheinlich. Auch der TRPV2 wird von Astrozyten exprimiert 
und durch Hitze-Reize angesprochen (Shibasaki et al. 2013). Dessen Aktivierungs-
Schwellenwert liegt jedoch bei einer Temperatur oberhalb von 50 °C, welche in den 
vorliegenden Versuchen nicht erreicht wurde (max. 45 °C). Wang et al. zeigten, dass der 
TRPM2, welcher als zentraler Thermosensor in Neuronen gilt, auch von Astrozyten und 
anderen Gliazellen exprimiert wird. Allerdings verweisen sie eher auf eine 
modulatorische Funktion des Kanals in der neuronalen Plastizität, als auf eine sensorische 
Funktion (Wang et al. 2016). Auch der TRPV4 wird häufig als bedeutender Wärmesensor 
diskutiert, da dessen Aktivierung in vivo Wärmeabgabemechanismen fördert und eine 
intravenöse Antagonisierung des Kanals zu einem Anstieg der Körpertemperatur führt 
(Vizin et al. 2015). Im Gehirn wird ihm vor allem eine Funktion in der Steigerung der 
neuronalen Erregbarkeit zugesprochen (Shibasaki 2016). Auch rund 30% der Astrozyten 
im Gehirn exprimieren den TRPV4 (Shibasaki et al. 2014). Eine direkte sensorische 
Funktion des Kanals in Astrozyten ist jedoch bislang nicht beschrieben worden. Es 
kommen also verschiedene Kanäle aus der TRP-Familie, die in Neuronen als Temperatur-
empfindlich gelten, auch für eine Aktivierung von Astrozyten in Frage. Die Beobachtung 
möglicher Temperatur-responsiver Astrozyten bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, 
um tatsächlich eine physiologische Funktion der Kanäle an diesem Zelltyp nachzuweisen. 
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 Neurogliale Primärzellkulturen zur Untersuchung der 
sensorischen Wahrnehmung - Vorteile und Limitationen 
 
In der vorliegenden Studie, wie auch in zahlreichen der zitierten Veröffentlichungen, 
wurden Primärzellkulturen von verschiedenen neuronalen Strukturen eingesetzt, um die 
Detektion, Weiterleitung, Übertragung und zentrale Verarbeitung somatosensorischer 
Stimuli detailliert untersuchen zu können. Insgesamt werden in der biomedizinischen 
Forschung in fast allen Bereichen Zellkulturen eingesetzt, um molekulare und zelluläre 
Mechanismen aufzudecken. Sie stellen eine gute Alternative zu in vivo Tierversuchs-
modellen dar, sind jedoch nicht in der Lage, den komplexen Zusammenhang des 
Gesamtorganismus zu repräsentieren und können diese somit niemals gänzlich ersetzen. 
Dadurch ist die Aussagekraft von Ergebnissen aus Versuchen mit Primärzellkulturen 
immer gewissen Limitationen unterworfen und muss immer im Gesamtzusammenhang 
mit anderen experimentellen Ansätzen gesehen werden. Der bedeutendste Vorteil der 
Verwendung von Primärzellkulturen stellt die Reduktion der Anzahl an Versuchstieren 
dar. Diese ist insbesondere durch die Etablierung des 3R-Prinzips (Replacement, 
Reducement, Refinement) in der Forschung in den Vordergrund gerückt (Liebsch et al. 
2011). Zum Beispiel wurden für das Anlegen einer Primärzellkultur von Spinalganglien 
zwei Ratten verwendet. Diesen konnten jeweils ca. 20 Spinalganglien entnommen 
werden, um insgesamt etwa 50 einzelne Kulturen herzustellen. In diesen lassen sich 
anschließend vielfältige Substanzen (LPS, Cisplatin, Gabapentinoide) in verschiendenen 
Konzentrationen sowie auch unterschiedliche methodische Ansätze (RT-PCR, 
Immunzytochemie, Ca++-Imaging, Bio-Assays, usw.) anwenden, um Effekte auf 
zellulärer und molekularer Ebene zu erforschen. Aus wenigen Tieren lassen sich somit 
mehr Versuchsgruppen bilden, als es in in vivo Experimenten möglich wäre.  
Ein weiterer Vorteil von Primärzellkulturen besteht darin, dass sich einzelne Zellen eines 
Gewebes ohne die vielen Einflüsse im komplexen Zusammenspiel des 
Gesamtorganismus untersuchen lassen. Möchte man spezifische Funktionen von Zellen 
und deren Beteiligung am Geschehen detailliert untersuchen, müssen bestimmte 
Faktoren, die ebenfalls einen Einfluss haben können, ausgeschaltet werden. Im Beispiel 
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Spinalganglien-Primärzellkulturen wurde 
durch den Einsatz von LPS eine Entzündung simuliert. Im intakten Organismus würde 
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eine Entzündung im Bereich der Spinalganglien zu einer massiven Infiltration von 
Immunzellen aus der Blutbahn führen, welche ebenfalls Effekte auf die ortsständigen 
Zellen haben. Im Rahmen dieser Studie ging es aber insbesondere um die Beteiligung 
lokaler Makrophagen und Satellitenglia-Zellen am Entzündungsgeschehen. Um genau 
dieses untersuchen zu können, muss eine Einbindung anderer Zellen verhindert werden. 
Aufbauend auf Studien mit Primärzellkulturen muss dann wiederum untersucht werden, 
welche Rolle die nachgewiesenen Funktionen einzelner Zelltypen im Gesamtorganismus 
spielen. 
Zusätzlich lässt sich in neuroglialen Primärzellkulturen die Responsivität einzelner 
Neurone auf bestimmte neurochemische und somatosensorische Stimuli sehr viel genauer 
untersuchen. Zum Beispiel wurde in in vivo Versuchen die Beteiligung zentralnervöser 
Thermosensoren an der Thermoregulation untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass ein 
Erwärmen bzw. Abkühlen des Hypothalamus zur Aktivierung entsprechender 
Wärmeabgabe- bzw. -bildungsmechanismen führt (Baldwin und Ingram 1976; Carlisle 
und Ingram 1973). Erst später wurde der MnPO als zentrale Schaltstelle der 
Thermoregulation entdeckt (Nakamura und Morrison 2008b, 2010). Doch ob ein 
thermischer Stimulus zu einer direkten Aktivierung von MnPO-Neuronen und den damit 
einhergehenden Effekten auf die Thermoregulation führt oder ob diese sekundär durch 
ausgeschüttete Neurotransmitter von anderen Zellen aktiviert werden, lässt sich durch in
vivo Studien nur schwer beurteilen. Durch die Untersuchung einzelner dissoziierter 
Neurone aus einer spezifischen Region, wie dem MnPO, lässt sich der Einfluss anderer 
Zellen minimieren. Damit kann der Fokus genau auf die gewünschte Zellpopulation 
gelegt werden.  
Insgesamt lässt sich festhalten, dass Primärzellkulturen sowohl in der 
Grundlagenforschung, wie auch in der pharmakologischen Forschung durchaus ihre 
Berechtigung haben, da hier Effekte auf einzelne Zellen und deren Beteiligung am 
komplexen Geschehen detailliert untersucht werden können. Außerdem kann durch sie 
die Anzahl eingesetzter Versuchstiere reduziert werden. Dennoch können sie 
Tierversuche nie gänzlich ersetzen. Vielmehr müssen in vivo und in vitro Versuche als 
unterschiedliche, sich ergänzende Steine eines Mosaiks angesehen werden, die erst im 
Gesamtzusammenhang Erklärungsansätze für komplexe Fragestellungen in der 
Grundlagenforschung bieten können. 
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 Perspektiven für weiterführende Untersuchungen 
 
Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten Ergebnisse bieten bereits viele interessante 
Einblicke in das komplexe Zusammenspiel von Immun- und Nervensystem im Zuge 
peripherer Entzündungen, die in der Lage sind, die Empfindung somatosensorischer 
Reize zu beeinflussen. Um die beschriebenen Resultate detaillierter zu untersuchen, sind 
hierauf aufbauende, weiterführende Untersuchungen geplant.  
Zum einen können Spinalganglien als organotypische Explants kultiviert werden 
(Inczedy-Marcsek et al. 1993; Jeftinija et al. 1992; Li et al. 2013). Dabei wird das 
entnommene Gewebe nicht enzymatisch verdaut und dissoziiert, sondern als intakte 
Struktur in Kultur gebracht. Zellverbände behalten dadurch ihre physiologischen 
Beschaffenheiten und Zusammenhänge. Durch den Einsatz dieses Modells erzielt man 
Ergebnisse, die näher an den Verhältnissen des intakten Gewebes sind. Die Untersuchung 
einzelner Zellen stellt jedoch eine größere Herausforderung dar.  
Daneben soll auch eine Primärzellkultur des Dorsalhorns des Rückenmarks (Lamina I 
und II, Substantia gelatinosa) etabliert werden. An dieser Stelle findet die synaptische 
Übertragung von primären afferenten Neuronen auf Projektionsneurone oder 
Interneurone statt, die die Information an das Gehirn weiterleiten bzw. vor Ort modulieren 
(Todd 2010). Es ist bekannt, dass es im Rahmen der peripheren Sensibilisierung von 
Nozizeptoren bei inflammatorischem und auch insbesondere bei neuropathischem 
Schmerz zur Aktivierung von Glia-Zellen (Astrozyten und Mikroglia) im Dorsalhorn des 
Rückenmarks kommt (Vega-Avelaira et al. 2013; Svensson et al. 2003; Raghavendra et 
al. 2003). Deren Beteiligung an neuropathischem Schmerz wird nach wie vor kontrovers 
diskutiert. Durch die Etablierung einer Primärzellkultur dieser Struktur ließen sich die 
Einflüsse einer simulierten Entzündung (LPS-Stimulation) auf die Zellen dieser Region 
detaillierter untersuchen. Darüber hinaus besteht die Möglichkeit durch organotypische 
Explants des Dorsalhorns zusammen mit den Spinalganglien das komplexe Zusammen-
spiel zwischen primären sensorischen Neuronen und den Zellen des Dorsalhorns zu 
erforschen (Peterson und Crain 1982; Pasterkamp et al. 2000). 
Zur Untersuchung der Effekte von inflammatorischem und neuropathischem Schmerz 
wurden auch verschiedene in vivo Tiermodelle etabliert. Hierzu zählen für den 
inflammatorischen Schmerz unter anderem die Injektion von Complete Freund’s 
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Adjuvant (CFA) oder Carrageenan (Zhao et al. 2015; Tamaddonfard et al. 2013; Dias et 
al. 2014). Der Einsatz beider Substanzen führt zu typischen Symptomen mit einer 
gesteigerten Sensibilität auf thermische und noxische Reize. Daher lassen sich mit diesen 
Modellen sowohl pathophysiologische Aspekte, als auch pharmokologisch interessante 
Ansatzpunkte im Tiermodell untersuchen. Die Induktion von neuropathischem Schmerz 
ist komplizierter und kann in periphere und zentrale Schmerzmodelle unterteilt werden 
(für einen Überblick siehe: Jaggi et al. 2011). Dabei werden durch eine Verletzung des 
Nerven (Axotomie, Ligierung, Einfrieren) Symptome von neuropathischem Schmerz 
hervorgerufen. Nach dem Schmerz-induzierenden Stimulus lassen sich die hierfür 
interessanten Gewebe, wie Spinalganglien, Dorsalhorn des Rückenmarks oder das 
Gehirn, durch vielfältige Labormethoden detailliert untersuchen. Dadurch lassen sich 
pathophysiologische Mechanismen besser verstehen und mögliche Therapieansätze 
entwickeln.  
Auch die Untersuchung aktueller Therapieansätze lässt sich im Zellkulturmodell weiter 
fortführen. Neuere Studien zeigen, dass durch Einsatz von Stammzellen die Symptomatik 
von neuropathischem Schmerz verringert und die Regeneration von Nerven gefördert 
werden kann (Gama et al. 2018; Ladak et al. 2011; Lin et al. 2017; Liu et al. 2017; Luca 
et al. 2015; Sarmento et al. 2014; Watanabe et al. 2015). Zur näheren Untersuchung 
möglicher protektiver und neuroregenerativer Effekte von Stammzellen ist geplant, die
etablierte Primärzellkultur von Spinalganglien, wie auch die zu etablierende Kultur des 
Dorsalhorns des Rückenmarks mit Fettgewebs-Stammzellen in Co-Kultur zu bringen. 
Anschließend lassen sich zum einen Effekte der Stammzellen auf die neuroglialen 
Primärzellkulturen untersuchen, zum anderen aber auch Effekte der Primärzellkultur auf 
die Differenzierung der Stammzellen. Dadurch können neue Erkenntnisse bezüglich des 
therapeutischen Einsatzes von Stammzellen zur Behandlung von neuropathischem 
Schmerz gewonnen werden.
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E. ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die Detektion thermischer und noxischer Reize aus der Umwelt dient einerseits der 
Aufrechterhaltung der körpereigenen Homöostase und andererseits dem Schutz des 
Organismus vor schädlichen Einflüssen. Hierfür verantwortlich sind hauptsächlich 
Rezeptoren der transient receptor potential (TRP) -Familie in freien Nervenendigungen, 
deren Zellkörper in den Spinalganglien (DRG) liegen. Primärzellkulturen von 
Spinalganglien bestehen aus Neuronen (ca. 10%), Satellitenglia-Zellen (ca. 80%) und 
einer geringen Anzahl an Makrophagen (ca. 1%). Mit Hilfe dieses Zellkultur-Modells 
lassen sich Veränderungen auf zellulärer und molekularer Ebene detailliert untersuchen.  
In einer ersten Studie ging es zum einen um den Einfluss spezifischer Stimuli, wie 
Temperaturveränderungen, Capsaicin, Menthol und PGE2 auf einzelne Zellen in Ca++-
Imaging-Versuchen. Zum anderen wurde die inflammatorische Antwort der Primärzell-
kulturen auf eine Lipopolysaccharid (LPS) -Stimulation und die Beteiligung der 
verschiedenen Zelltypen hieran untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass 75% der 
Neurone auf einen Capsaicin-Stimulus einen Anstieg der intrazellulären Ca++-
Konzentration zeigen und damit als Nozizeptoren einzuordnen sind, während 10% auf 
Menthol reagieren und sich somit als Kalt-Sensoren charakterisieren lassen. Durch eine 
Stimulation mit LPS stieg die Responsivität auf noxische Stimuli (Capsaicin) sowie die 
Anzahl Hitze-responsiver Neurone signifikant an. Zu einer solchen Sensibilisierung von 
Nozizeptoren kommt es häufig im Rahmen von Entzündungen und Verletzungen im 
Bereich peripherer Nerven. Maßgeblich beteiligt an diesem Prozess sind die Zytokine 
Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) und Interleukin 6 (IL-6). Für beide konnte eine 
signifikant gesteigerte Genexpression und Freisetzung in die Überstände der Kulturen 
nach LPS-Stimulation nachgewiesen werden. Immunzytochemisch war ein Signal für 
TNFα vor allem in Makrophagen der Kultur detektierbar. Daneben konnte mittels 
Immunzytochemie eine signifikant verstärkte Translokation der inflammatorischen 
Transkriptionsfaktoren STAT3 und NF-IL6 in die Zellkerne von Neuronen nachgewiesen 
werden. Für NF-IL6 war ein verstärktes nukleäres Signal auch in Makrophagen der 
Kultur detektierbar. Durch den Einsatz von Cisplatin wurde die Anzahl der Makrophagen 
signifikant reduziert und das Wachstum von Satellitenglia-Zellen gehemmt, ohne dabei 
die Vitalität und Stimulus-induzierte Responsivität der Neurone zu beeinflussen. Durch 
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diese Reduktion peripherer Gliazellen wurde die Zytokinbildung in der Primärzellkultur 
nach LPS-Stimulation signifikant vermindert. Daneben führte die LPS-Stimulation durch 
zusätzlichen Einsatz von Cisplatin nicht mehr zu einem signifikanten Anstieg der 
Capsaicin-Antwort. Die Sensibilisierung der Nozizeptoren wurde folglich ebenfalls 
unterdrückt. Mit Hilfe des Zellkulturmodells konnte somit die bedeutende Rolle von 
Satellitenglia-Zellen und Makrophagen für die Bildung inflammatorischer Mediatoren 
(TNFα, IL-6) und die Sensibilisierung nozizeptiver Neurone im Rahmen von 
Entzündungen dargestellt werden. Die Ergebnisse lassen sich insbesondere im 
Zusammenhang mit der Entwicklung von inflammatorischem sowie neuropathischem 
Schmerz diskutieren. 
In einer weiteren Studie wurde der Einfluss von Gabapentinoiden zum einen auf 
noxische, zum anderen auf  inflammatorische Stimuli untersucht. Gabapentinoide werden 
als Schmerzmittel zur Therapie von neuropathischem Schmerz eingesetzt. Ihr genauer 
Wirkmechanismus wird jedoch nach wie vor kontrovers diskutiert. Er scheint aber sowohl 
antiinflammatorische, als auch antinozizeptive Komponenten (reduzierte Schmerz-
wahrnehmung / -weiterleitung / -übertragung) zu haben. Eine Inkubation der DRG 
Primärzellkultur mit Gabapentin bzw. Pregabalin führte nach zusätzlicher LPS-
Stimulation zu einer signifikant reduzierten IL-6 Genexpression verglichen mit 
Zellkulturen, die mit keiner der Substanzen inkubiert worden sind. Für das an der PGE2-
Synthese beteiligte Enzym mPGES-1 konnte lediglich die Tendenz einer Reduktion durch 
Gabapentinoide gezeigt werden. Die Freisetzung von TNFα und IL-6 in die Überstände 
der Primärkulturen war zum Zeitpunkt der Messung nicht beeinflusst. Zusätzlich führte 
eine LPS-Stimulation in der nicht mit Gabapentinoiden behandelten Gruppe zu einer 
Steigerung der Genexpression des TRPV1. Zu dieser LPS-induzierten Steigerung kam es 
nach Einsatz von Gabapentin bzw. Pregabalin nicht. Neben dem Effekt von 
Gabapentinoiden auf die inflammatorische Antwort der DRG Primärzellkultur, wurde 
deren direkter Einfluss auf eine Stimulation mit den Agonisten des TRPV1 (Capsaicin) 
und TRPM8 (Menthol) untersucht. Dabei zeigte sich in einzelnen Neuronen eine 
reduzierte Capsaicin-Antwort und insgesamt reagierten weniger Neurone in der mit 
Pregabalin vorbehandelten Gruppe (69% vs. 81%). Es konnte somit gezeigt werden, dass 
Gabapentinoide in DRG Primärzellkulturen sowohl einen inhibierenden Einfluss auf die 
inflammatorische Antwort nach LPS-Stimulation, als auch auf die Zellantwort einzelner 
Neurone auf noxische Stimuli haben. 
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In einer dritten Studie wurden Zellen aus Primärzellkulturen des Nucleus preopticus 
medianus (MnPO) auf Kälte- und Wärme-Responsivität untersucht. Der MnPO gilt als 
zentrale Schaltstelle der Thermoregulation und erhält Informationen von Thermo-
sensoren aus der Peripherie (z.B. aus freien Nervenendigungen in der Haut), aber auch 
aus verschiedenen zentralnervösen Strukturen. Diese eingehenden Reize werden dort auf 
efferente Neurone verschaltet, welche zur Aktivierung bzw. Unterdrückung von 
Wärmebildungs-, -verteilungs-, und -abgabemechanismen führen. Dadurch wird die 
Körpertemperatur auf einem konstanten Level gehalten. Zentrale Thermosensoren haben 
dabei vor allem eine Feedback-Funktion und sollen vor zu großen Temperatur-
schwankungen im ZNS schützen. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass 
im Bereich des MnPO nur eine geringe Anzahl an Kälte-responsiven Neuronen (2%) 
existiert. Diese zeigten kein Calcium-Signal auf eine Stimulation mit Menthol, weswegen 
eine Kälte-induzierte Aktivierung des TRPM8 auszuschließen ist. Ein für das zentrale 
Kälteempfinden verantwortlicher Kanal wurde bislang nicht aufgedeckt und auch die 
physiologische Bedeutung von Kälte-sensitiven Neuronen im Bereich des Hypothalamus 
wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Auf ein Erwärmen von 37 °C auf 45 °C zeigten 
7,5% der Neurone einen schnellen Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration. 
Hierbei handelt es sich um zentrale Warmsensoren. Darüber hinaus reagierten auf einen 
solchen Stimulus auch 9,5% der Astrozyten. Auf Capsaicin, als Agonisten am Hitze-
sensitiven TRPV1, zeigten weder Neurone noch Astrozyten eine Zellantwort.  Damit 
konnte gezeigt werden, dass sich Primärzellkulturen des MnPO zur Untersuchung der 
zentralen Thermosensitivität und möglicher Modulationen im Rahmen der 
Fieberentwicklung eignen.
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F. SUMMARY
Perception of temperature and pain is essential for physiological homeostasis and 
protection against harmful stimuli. There are specific receptors in peripheral free nerve 
endings, which are able to detect those stimuli. Most of them belong to the transient 
receptor potential (TRP) family. Cell bodies of these free nerve endings are located in 
the dorsal root ganglia (DRG). Primary cell cultures from rat DRG consist of neurons 
(10%), satellite glial cells (80%) and a small number of macrophages (1%). They are 
widely used to investigate nociceptors and thermosensors on a cellular and molecular 
level. 
In a first project, we aimed to examine the effects of specific somatosensory and 
inflammatory stimuli (cooling, warming, capsaicin, menthol, PGE2) on cellular responses 
of single neurons by means of calcium imaging. We further determined the inflammatory 
response due to stimulation with lipopolysaccharide (LPS) and the specific contribution 
of the different cell types. In DRG cultures we identified about 75% of neurons 
responding to capsaicin, a TRPV1 agonist, with an increase of intracellular calcium 
([Ca]i) and therefore being characterized as putative nociceptors. About 10% of all 
investigated neurons showed Ca++-signals due to stimulation with menthol, an agonist on 
TRPM8, and can therefore be classified as cold-sensors. Incubation with LPS (1 μg/ml), 
as inflammatory stimulus for 18h resulted in a significant increase of capsaicin responses 
and an enhanced number of neurons responding to noxious heat (45 °C). Such enhanced 
perception of painful stimuli is called sensitization and is present during inflammation or 
injury in peripheral nerves. Two of the most important inflammatory mediators during 
this process are tumor necrosis factor alpha (TNFα) and interleukin 6 (IL-6). In LPS-
stimulated DRG cell cultures there was a significant increase in expression and release of 
both cytokines into the supernatants. Immunoctochemistry revealed an increase of 
specific TNFα-signals in the trans-Golgi network of macrophages. Besides we could 
show that inflammatory transcription factors, STAT3 and NF-IL6, are translocated into 
the nuclei of DRG neurons, resulting in a significantly increased nuclear signal. NF-IL6 
signals were significantly enhanced also in nuclei of macrophages. Using cisplatin, a 
cytostatic pharmacologic agent, we significantly reduced the number of macrophages in 
cell cultures and inhibited the growth of satellite glial cells. This reduction of 
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macrophages and inhibition of glial cells lead to a reduced inflammatory response within 
DRG primary cultures. LPS-induced increases of TNFα- and IL-6 release were blunted 
due to incubation with cisplatin. In Ca++-imaging experiments the LPS-induced increase 
of capsaicin responses was reduced. A nociceptor sensitizing effect of LPS was therefore 
diminished by depletion of peripheral glial cells. Using DRG primary cell cultures we 
were able to show the outstanding role of satellite glial cells and macrophages for 
production and release of proinflammatory mediators (TNFα and IL-6) and their function 
in sensitization of peripheral nociceptors. 
In a further study we aimed to investigate the effects of gabapentinoids on DRG primary 
cell cultures during noxious or inflammatory stimulation. Gabapentinoids, such as 
Gabapentin and Pregabalin, are drugs used for pain management in patients suffering 
from neuropathic pain. But the mechanisms of action of these drugs are still just poorly 
understood. There seem to be antiinflammatory as well as antinociceptive mechanisms 
involved in the pain-relieving effect of these drugs. Incubation of DRG primary cultures 
with Gabapentin or Pregabalin resulted in a significantly decreased expression of IL-6 
after LPS-stimulation. There also was a tendency for reduced mRNA levels for      
mPGES-1. The release of TNFα and IL-6 into the supernatants of the cultures was not 
impaired at the investigated point of time. In addition there was an increased expression 
of TRPV1 due to stimulation with LPS. This LPS-induced increase could not be detected 
in groups pretreated with one of the gabapentinoids. Gabapentin and Pregabalin thus seem 
to exert an antiinflammatory effect on DRG primary cell cultures during LPS stimulation. 
In another experimental setup we aimed to investigate effects of gabapentinoids on 
putative nociceptors and cold-sensors. Therefore we performed Ca++-imaging 
experiments and used capsaicin, a TRPV1 agonist, and menthol, a TRPM8 agonist, to 
examine possible changes in cellular responses. Single neurons showed a decreased 
capsaicin-response and the number of capsaicin-responsive neurons was decreased after 
incubation with Pregabalin (69% vs. 81%). We were able to show that there is a moderate 
influence of incubation with gabapentinoids on the inflammatory response of DRG 
primary cultures and on capsaicin-responses of single DRG neurons. 
In a third study we investigated cells from MnPO (Nucleus preopticus medianus) primary 
cell cultures regarding their responsiveness to cold- or warm stimulation. The MnPO is 
the most important central thermoregulatory structure and receives thermal information 
from peripheral as well as central thermosensors to initiate appropriate regulatory 
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mechanisms. Central thermosensors have a feedback function to protect the central 
nervous system from temperature variations. In our study we were able to detect a small 
number of putative central cold-sensors (2% of all investigated neurons). Because they 
did not respond to menthol, a TRPM8 agonist, the involvement of this cold-detecting 
channel is unlikely. The responsible channel for central cold-sensitivity is still unknown 
and its physiological function within the hypothalamus is still discussed controversially. 
About 7.5% of all investigated neurons showed a rapid and pronounced cellular response 
due to warming from 37 °C to 45 °C. These neurons are putative warm-sensors. There 
was also a population of astrocytes (9.5%) responding to warmth. None of the 
investigated neurons and astrocytes showed any response due to stimulation with
capsaicin, a TRPV1 agonist. Thus, an involvement of heat-sensitive TRPV1 channel in 
detecting warm temperatures in the MnPO is unlikely. We were able to show, that primary 
cell cultures of MnPO are a useful tool to investigate central thermosensitivity and 
possible modulations during systemic inflammation and the development of fever.
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